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Resumo 
A malária é uma doença tropical cujos agentes causais são parasitas do género 
Plasmodium. A transmissão da doença envolve dois vectores infectados, neste caso 
mosquitos fêmea do género Anopheles e o hospedeiro humano. A malária afecta 
principalmente países em vias de desenvolvimento, nomeadamente nas regiões da 
OMS de África, Sudeste da Ásia e Este do Mediterrâneo. Ao comparar o número de 
casos de malária no mundo, entre 2000 (262 milhões de casos com 839 000 mortes) e 
2015 (214 milhões de casos com 438 000 mortes) verificou-se um decréscimo 
acentuado na mortalidade. Contudo, apesar dos esforços da OMS e de outras 
organizações terem conduzido a resultados animadores, o objectivo da erradicação da 
doença ainda não foi atingido. A prevalência da doença é maior no continente 
africano, onde se observa também um maior índice de mortalidade, especialmente na 
região subsariana onde as condições ecológicas e sazonais contribuem para uma maior 
diversidade de vetores Anopheles e as condições sanitárias são ainda pouco favoráveis 
ao controlo da doença. 
Entre os métodos de intervenção utilizados atualmente incluem-se o recurso a 
testes de diagnóstico rápido (RDT), implementados nas regiões endémicas como 
prática clínica comum para pacientes com suspeitas de malária, e a intensificação do 
recurso a ACT’s como terapêutica de primeira linha no tratamento de infeções 
causadas por P. falciparum, principalmente em grupos suscetíveis como crianças e 
grávidas. No entanto, ao nível da quimioterapia existe uma crescente preocupação, 
devida ao aparecimento de estirpes de P. falciparum resistentes a fármacos de várias 
classes (multi drug resistant – MDR), incluindo 4-aminoquinolinas, antagonistas dos 
folatos, antibióticos e artemisininas, o que ameaça o uso racional de agentes 
antimaláricos com um equilíbrio entre custo e eficácia.  
Perante a emergência de estirpes de Plasmodium resistentes, aposta-se em 
associações de fármacos para reduzir a seleção para resistência. Entre estas, os ACT’s 
tornaram-se os principais fármacos no controlo da doença, pois os derivados de 
artemisinina apresentam elevadas propriedades antimaláricas, mas também um curto 
tempo de semi-vida (entre 40 e 60 minutos) o que compromete o seu uso em 
monoterapia. 
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Considera-se de extrema importância entender os mecanismos de resistência 
de estirpes MDR provenientes de polimorfismos em genes como PfMDR1 (P. 
falciparum multidrug-resistance gene), PfCRT (P. falciparum chloroquine resistance 
transporter) e K13 propeller (bomba de efluxo K13), de modo a investir na 
identificação de novos alvos de interesse e no desenvolvimento de novos quimiotipos 
para a profilaxia e terapêutica da malária. Esta temática é abordada nesta monografia. 
A eficácia da combinação atovaquona/proguanilo suscitou um elevado 
interesse por parte da comunidade científica no desenvolvimento de compostos que 
inibam o complexo bc1 plasmodial e com propriedades farmacológicas melhoradas. 
Contudo já foram identificadas estirpes resistentes à combinação 
atovaquona/proguanilo, optando-se por realizar alterações estruturais de modo a 
melhorar a interação com o alvo, tornando a inibição da cadeia de eletrões mais eficaz. 
Uma das classes de compostos que mostrou potencial foram as 4-oxoquinolinas 3-
éster substituídas em posições 6 e/ou 7. O autor desta monografia realizou um estágio 
extracurricular, desenvolvido no grupo de Reatividade Orgânica e Química Medicinal 
do CCMar – Universidade do Algarve, no âmbito do qual procedeu à síntese de 
compostos desta classe. Este trabalho experimental, e a pesquisa bibliográfica que lhe 
esteve subjacente, constituíram a base para a realização desta tese. 
 
Palavras-chave: 4-oxoquinolinas, citocromo bc1, síntese, malária, PfMDR1, resistência 
a fármacos.  
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Abstract 
 Malaria is a tropical disease caused by parasites from the Plasmodium genus. 
Disease transmission involves two infected vectors: female mosquitoes from the 
Anopheles genus and the human host. Malaria affects mainly under-developed 
countries, mostly in Africa, Southeast Asia and East Mediterranean. By comparing 
numbers of malaria cases across the world between 2000 (262 million cases with 839 
000 deaths) and 2015 (214 million cases with 438 000 deaths) a marked decrease in 
mortality is evident. However, even though the efforts from WHO and other regions 
have led these positive results, malaria eradication remains an unfulfilled objective. 
Malaria’s prevalence is greater in Africa, where the disease is responsible for the 
greatest mortality index, especially in the sub-Saharan region. Ecologic and seasonal 
conditions contribute for a greater Anopheles vector diversity and the sanitary 
conditions are unfavorable to control the disease in this part of the globe. 
Some of the intervention methods used nowadays are: intensification of the 
use of artemisinin combination therapies (ACT’s) as a first line treatment in P. 
falciparum infections, mainly in children and pregnant women and other susceptible 
groups; the use of rapid diagnosis tests (RDT), which are being implemented in 
endemic regions as a common clinical practice in patients with malaria symptoms. 
However, there’s a growing concern in chemotherapy over the spread of P. falciparum 
multi drug resistant strains (MDR), which threaten the rational use of several 
antimalarial agents (4-aminoquinolines, folate antagonists, antibiotics and even 
artemisinines) in a cost-effective way. 
To circumvent the problems caused by selection of resistance, drug 
associations started being used, like ACT’s which became the frontline drugs in malaria 
control. Artemisinins possess high antimalarial potency but bear a short half-life time 
(40 to 60 minutes), rendering monotherapy a poor option. 
Understanding drug resistance mechanisms from MDR strains that come from 
polymorphisms in genes like PfMDR1 (P. falciparum multidrug-resistance gene), PfCRT 
(P. falciparum chloroquine resistance transporter) and K13 propeller (K13 efflux pump) 
is a priority. In parallel, the identification of new therapeutic targets as well as of new 
chemotypes for prophylaxis and malaria chemotherapy are topics of intense research. 
  vii 
The success demonstrated by the association of atovaquone and proguanil has 
led to an increased interest by the scientific community in developing compounds that 
inhibit the complex bc1, with improved pharmacological properties. However the fast 
development of resistant strains to the atovaquone/proguanil combination boosted 
the need for further research towards the development of efficient inhibitors of the 
electron transporter chain. To this aim the 4-oxoquinoline 3-ester chemotype bearing 
substitutes in positions 6 and/or 7 showed potential. The author of this monograph 
has performed an extracurricular internship in the research group of Reatividade 
Orgânica e Química Medicinal do CCMar – Universidade do Algarve, where he carried 
out the synthesis of such compounds. This experimental work as well as the 
bibliographic research underlying it, formed a basis for the development of this thesis. 
 
Key words: 4-oxoquinolines, cytochrome bc1, synthesis, malaria, PfMDR1, drug 
resistance.  
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Capítulo I: Introdução 
1.1 Malária 
A malária é uma doença tropical infeciosa que afeta principalmente países em 
vias de desenvolvimento, cujos agentes causais são parasitas do género Plasmodium. A 
transmissão da doença faz-se pela picada de mosquitos fêmea do género Anopheles 
infetados, em hospedeiros humanos não imunes. Segundo o Relatório Mundial da 
Malária de 2015, da Organização Mundial de Saúde (OMS), a malária é endémica em 
96 países e causou cerca de 839 mil mortes em 2015. Destaca-se um decréscimo na 
mortalidade em crianças com menos de 5 anos, tendo a doença causado cerca de 723 
mil mortes no ano 2000 e apenas cerca de 306 mil no ano 2015, principalmente em 
África. Contudo, a malária ameaça ainda cerca de 3,2 biliões de pessoas. [2] Apesar de 
a população exposta ao parasita ter diminuído no último século, o número de pessoas 
em risco de contrair a doença aumentou de 0,8 milhões em 1900 para 3,2 biliões em 
2015, como consequência directa do aumento da população em regiões endémicas. 
Assim, a malária é ainda um dos maiores problemas de saúde no mundo, em termos 
de morbilidade e mortalidade. 
Existem 5 espécies de Plasmodium com capacidade para infetar o ser humano: 
Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae, Plasmodium ovale e 
ainda Plasmodium knowlesi. Esta última estirpe era conhecida por causar malária em 
primatas nos países do sudeste asiático, mas recentemente foi também identificada 
como causadora de malária em humanos. Contudo as duas espécies infetantes mais 
relevantes do ponto de vista clínico são o Plasmodium falciparum e o Plasmodium 
vivax, sendo o P. falciparum responsável pela maioria das mortes por malária. [1] A 
distribuição de espécies patogénicas de Plasmodium indica a prevalência de P. 
falciparum em África enquanto que o P. vivax se sobrepõe ao P. falciparum na América 
do Sul. Em regiões tropicais de África pode existir co-infeção por P. falciparum e P. 
malariae, bem como infeções por P. ovale, encontrando-se este disperso nesta área do 
globo. Por sua vez o P. knowlesi parece estar confinado a florestas do sudeste asiático. 
Relativamente à sintomatologia em indivíduos não imunes, os primeiros 
sintomas de malária surgem sensivelmente 7 dias após a picada por um mosquito 
infetado. Estes são normalmente febre, cefaleias, calafrios, tremores, vómitos e mal-
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estar, podendo resultar em complicações graves tais como anemia, insuficiência renal 
e malária cerebral. Se não tratadas nas primeiras 24 horas, as infeções por P. 
falciparum progridem para um quadro clínico severo, geralmente com consequências 
fatais. [1] 
1.2 Breve história e epidemiologia da Malária 
Sabe-se que a malária é conhecida desde a antiguidade, pois existem descrições 
da doença gravadas em diversos papiros egípcios. O Papiro de Ebers (3550 AC) 
menciona febres e esplenomegalia, referindo o uso de óleo de árvores balamites como 
repelente de mosquitos. Hieróglifos presentes em paredes de templos egípcios 
descreviam uma febre intermitente após as cheias do Nilo. Os gregos construíram 
cidades nas planícies, que foram devastadas pela doença. Em consequência, os gregos 
e romanos de posses passavam o verão em terrenos mais elevados, para escapar aos 
mosquitos e às febres inexplicáveis. A Inglaterra medieval presenciou inúmeros 
cruzados a debaterem-se e a sucumbirem, ao encontrarem a doença. Quando os 
europeus importaram escravos para o continente, estes vieram contaminados, o que 
aumentou o foco da doença, com consequências devastadoras. Ao longo da História 
estabeleceu-se a ligação entre as febres e os pântanos, logo especulou-se que a 
malária era contraída pela inalação do mau ar proveniente destes, ou mal aria. Os 
peritos especulam se a malária era endógena do Hemisfério Oeste antes da 
colonização espanhola na América, uma vez que parece pouco provável que as 
civilizações Maia e Olmec tenham prosperado em ambientes com um elevado foco de 
malária. E apesar de os conquistadores espanhóis não terem registo de febres nos 
anos iniciais da invasão, as regiões de Guaiaquil e Veracruz, onde estes aportaram, 
ficaram afetadas por crises agudas de paludismo. Os registos históricos e evidências 
actuais indicam que a malária causa mais mortes do que a guerra.  
Até o final séc. XIX, não se realizou progresso em relação à etiologia da doença, 
no entanto em 1847 Meckel foi o primeiro a observar pigmentos de hemozoína no 
sangue e baço de um cadáver. Durante os 30 anos seguintes, cientistas e médicos 
pesquisaram diligentemente a causa e o modo de transmissão da doença, mas na 
altura a maior parte da investigação estava orientada pelo pressuposto da existência 
de um organismo infecioso inoculado por água ou ar contaminado. No Norte de África, 
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Charles Laveran, um médico de exército francês, decidiu investigar mais 
profundamente o pigmento malárico, não apenas livre, no plasma, mas também no 
interior dos leucócitos e eritrócitos. Na sequência disso acabou por verificar que à 
medida que o pigmento aumentava no citoplasma dos eritrócitos estes tornavam-se 
mais pálidos, prova que refutava a teoria de que a malária era de facto uma bactéria 
(Bacillus malariae). Também visualizou a formação de gâmetas masculinos por 
exflagelação, o que confirmava a natureza protozoária do agente infetante. No 
entanto a comunidade científica não aceitou a hipótese proposta por Laveran, que só 
anos mais tarde, em 1885, viria a ser reconhecida, quando Camillo Golgi diferenciou 
entre espécies de Plasmodium e demonstrou a sincronia do parasita em relação aos 
paroxismos. [3] 
Não é uma tarefa simples estimar o impacto global da malária, particularmente 
em países subdesenvolvidos, onde a recolha e publicação de informação tem 
qualidade e fiabilidade duvidosas. Nos países endémicos, em que a prevalência é 
elevada, a malária tende a ser subdiagnosticada, pois os sintomas de malária crónica 
podem ser confundidos com outras patologias mais comuns. Por outro lado, pode 
também ocorrer diagnóstico excessivo, uma vez que inúmeros diagnósticos de malária 
não são confirmados por microscopia ou testes de diagnóstico rápido (RDT), os 
métodos recomendados pela OMS como confirmação ao diagnóstico. Outro problema 
é a falta de população em denominador, o que torna complicado prever a verdadeira 
incidência da doença. A informação presente nos World Malaria Reports da OMS 
apenas estima a incidência e a mortalidade, no entanto são bons marcadores para 
avaliar o cumprimento dos programas de controlo da malária e estimar o impacto nos 
sistemas de saúde. [4] 
1.3 Ciclo de vida e morfologia de Plasmodium sp. 
O ciclo de vida de Plasmodium sp., representado esquematicamente na figura I-
1, envolve dois hospedeiros: um invertebrado (mosquito fêmea Anopheles sp.) e um 
vertebrado (répteis, mamíferos ou aves). O invertebrado é o hospedeiro definitivo, 
visto que a reprodução sexuada ocorre no mesmo. A reprodução assexuada ocorre nos 
tecidos do vertebrado, que é o hospedeiro intermediário. Plasmodium sp. 
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provavelmente derivaram de um coccídio ancestral cujo reprodução sexuada e 
assexuada sucediam no mesmo hospedeiro, presumivelmente um vertebrado. [3] 
Pode dividir-se o ciclo de vida de Plasmodium em três fases: a fase sexuada (C), 
conhecida como o ciclo esporogónico, que decorre no hospedeiro invertebrado 
(mosquito), e duas fases assexuadas que decorrem no hospedeiro humano: o ciclo 
exoeritrocítico (A) que ocorre no fígado, e o ciclo eritrocítico (B), em que o parasita se 
desenvolve no interior dos eritrócitos. [5] 
A transmissão da malária ocorre quando a fêmea de mosquito Anopheles, 
durante uma refeição sanguínea, inocula no hospedeiro saliva contendo esporozoítos, 
a forma infeciosa do parasita (1). Após a sua injeção na corrente sanguínea, os 
esporozoítos alojam-se no parênquima do fígado ou de outros órgãos internos, de 
acordo com a espécie de Plasmodium infectante. Por meio de uma proteína 
membranar do esporozoíto (proteína do circum-esporozoíto) estabelece-se a ligação 
aos receptores no domínio basolateral do hepatócito. O esporozoíto tem na sua 
constituição roptrias cujos conteúdos, função e biogénese as tornam análogas aos 
grânulos lisossomais encontrados em células de mamíferos, com o objetivo de facilitar 
a sua penetração nas células do hospedeiro. 
Após a entrada no hepatócito os esporozoítos sofrem uma série de replicações 
por reprodução assexuada (esquizogonia) durante 1 a 2 semanas (2), diferenciando-se 
em merozoítos, criando células multinucleadas denominadas esquizontes (3). Algumas 
espécies de Plasmodium produzem também hipnozoítos que permanecem dormentes 
nos hepatócitos por longos períodos de tempo e provocam recidivas da doença. Após a 
saída dos merozoitos por lise do hepatócito (4) estes são libertados para a corrente 
sanguínea e começam o ciclo eritrocítico, com a invasão dos eritrócitos (5), 
diferenciam-se novamente em trofozoítos, que se alimentam da hemoglobina 
presente até finalizarem o estágio de crescimento vegetativo e se desenvolverem em 
esquizontes com merozoitos diferenciados. De seguida, os eritrócitos infetados 
morrem por lise (6), libertando entre desperdícios metabólicos do parasita, como a 
hemozoína, novos merozoitos que podem invadir outros eritrócitos, perpetuando o 
ciclo eritrocítico.  
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Alguns eritrócitos infetados quebram o ciclo de reprodução assexuada, pois os 
merozoitos presentes nestes desenvolvem-se para as formas sexuadas do parasita: 
gametócitos masculino (microgametócito) e feminino (macrogametócito) (7). O 
mosquito fêmea Anopheles ingere-os durante uma refeição sanguínea no hospedeiro 
humano (8), no lúmen intestinal do mosquito os eritrócitos sofrem lise e libertam os 
gametócitos, que se convertem em gâmetas, as formas sexuais maduras de 
Plasmodium sp. O microgâmeta e o macrogâmeta fundem-se (9), levando à formação 
de um zigoto diplóide que se desenvolve numa forma haplóide e móvel, o oocineto 
(10), e penetra a parede intestinal para produzir um oocisto. O crescimento e divisão 
dos oocistos leva ao desenvolvimento de milhares de esporozoítos (11) (forma 
haplóide). Ao fim de 8 a 15 dias os oocistos quebram e os esporozoítos migram para as 
glândulas salivares do mosquito (12), onde se preparam para serem inoculados no 
hospedeiro humano e reiniciar o ciclo celular. [6] 
 
Figura I- 1 Representação esquemática do ciclo de vida de Plasmodium sp., no vetor e no 
hospedeiro humano 
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1.4 Controlo e Prevenção da malária 
A prevenção da malária incide em duas vertentes: proteção contra mordeduras 
de mosquitos fêmea Anopheles sp. e profilaxia com terapêutica antimalárica. No 
entanto, os profissionais de saúde pública recomendam que crianças e grávidas evitem 
viajar para áreas endémicas. Apesar de estarem disponíveis vacinas e quimioterapia 
profilática como meios de prevenção da doença, os profissionais de saúde devem 
sempre aconselhar aos pacientes medidas de protecção contra mosquitos, se viajarem 
para regiões endémicas. [7] 
Entre algumas medidas de proteção recomendam-se: evitar surtos, ou seja, 
evitar focos de transmissão da doença. Para tal, o viajante deve informar-se com 
profissionais de saúde sobre os padrões de transmissão e as regiões mais afetadas; 
estar informado dos picos de exposição aos vetores, no caso da malária, durante as 
alturas de crepúsculo (nascer e pôr do sol), e de preferência evitá-los ou proteger a 
pele com repelente de insectos contendo dietiltoluamida (DEET) ou picaradina, e 
vestuário apropriado; idealmente, dormir em espaços fechados, protegidos com redes 
à prova de mosquitos em portas e janelas ou, se tal não for possível cobrir as camas 
com redes mosquiteiras impregnadas de permetrina; recorrer ao uso de roupas 
tratadas com permetrina nas 24 a 48 horas anteriores, para permitir que sequem. [8] 
As piretrinas são inseticidas naturais produzidos pelas flores de crisântemo e 
que podem ser isolados num extracto de piretro. São geralmente utilizadas como 
produtos inseticidas para controlo de pragas em habitações. Podem obter-se outros 
piretróides a partir destes compostos, por semissíntese, tais como a permetrina e a 
deltametrina (Figura I-2), que apesar de apresentarem uma estrutura molecular 
semelhante às piretrinas são mais tóxicos para artrópodes e mamíferos. Contudo, por 
terem um maior tempo de permanência no ambiente, são mais indicados para 
pulverização residual de interiores (PRI). O mecanismo de ação dos piretróides está 
relacionado com a hiperexcitação nervosa, que desencadeia tremores e, 
posteriormente, paralisia nos insetos. Tal atinge-se por bloqueio ao nível da bomba 
Na+/K+ ATPase, o que impede que o sódio volte para o espaço intracelular e mantém a 
membrana em potencial de acção, levando ao estímulo neuromuscular e por fim à 
paralisia total do inseto. A toxicidade sistémica dos piretróides nos mamíferos, atingida 
por via inalatória e absorção cutânea, é baixa. Contudo, alguns piretróides podem 
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causar marcada neurotoxicidade. Apesar da baixa absorção, a principal razão para a 
baixa toxicidade dos piretróides é a sua rápida biodegradação por enzimas hepáticas 
de mamíferos, seguida de rápida eliminação renal dos metabolitos. Existem propostas 
de diversos mecanismos de toxicidade analisados em sistemas in vitro, 
nomeadamente: a concentrações de 10-10M ocorre libertação de noradrenalina 
provocada por alteração dos canais de sódio e cloro; a concentrações de 10-7M ocorre 
despolarização da membrana e apoptose celular. [9] [10] [11] 
A N,N-dietil-3-metilbenzamida, com estrutura molecular representada na 
Figura I-3, é um composto usado como repelente de insetos, que causa irritação nos 
olhos e membranas mucosas mas não na pele exposta. Todas as formulações de DEET 
registadas para aplicação direta na pele contêm concentrações que variam entre 4 e 
100%. É um composto relativamente seguro, se usado conforme as recomendações do 
produto, tendo uma duração de ação de 1 a 3 horas para concentrações de 20%, de 
até 6 horas para concentrações de 30% e de até 12 horas para concentrações de 50%. 
Os efeitos tóxicos manifestam-se no SNC. O mecanismo de acção de DEET não foi 
ainda elucidado, no entanto testes in vitro confirmaram que possui atividade como 
inibidor de acetilcolinesterase. Os sintomas de toxicidade devidos ao DEET podem 
manifestar-se a diferentes níveis, nomeadamente: pode surgir urticária ou irritação 
cutânea associada a rubor, uma sintomatologia comum que desaparece com a 
lavagem do produto da pele; no entanto podem também surgir sintomas mais severos, 
que incluem erupção cutânea, queimaduras e cicatrizes permanentes, normalmente 
mais habituais em pessoas que usam repelentes contendo elevadas quantidades de 
DEET e por longos períodos de tempo; nos olhos, os sintomas são semelhantes aos da 
pele, ou seja, rubor e irritação com sensação de ardor, que devem ser ultrapassados 
com abundante lavagem com água. Contudo os sintomas mais graves são os 
sistémicos, que surgem por ingestão e ocorrem a nível gástrico, cardiovascular e do 
sistema nervoso central (SNC). É relevante acrescentar que o DEET, aplicado a 
concentrações inferiores a 20%, sofre uma perda de efeito repelente aquando da 
reaplicação regular, a cada 2 horas, de protetor solar. Para maior segurança deve 
recorrer-se a produtos com concentrações superiores a 33% de DEET pois verifica-se 
que estes não perdem eficácia por uso concomitante de protetor solar. Logo, deve-se 
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aconselhar aos viajantes o uso de produtos que contenham protecor solar e repelente 
de insetos, tendo em conta que o repelente pode perder efeito se apenas se renovar a 
proteção solar. [12] [13] [14] 
Outra importante medida na prevenção de malária para viajantes que decidam 
visitar regiões endémicas é a quimioprofilaxia. Os protocolos de quimioprofilaxia 
recomendam a toma de medicamentos antes, durante e após o período da viagem, 
pois ao iniciar-se a administração antes da viagem garante-se que o fármaco esteja a 
circular na corrente sanguínea antes da potencial exposição ao agente causal. Na 
escolha do regime de quimioprofilaxia, o profissional de saúde deve ter em 
consideração vários fatores, nomeadamente se a pessoa vai viajar para uma parte do 
mundo em que existe malária e se nessa região estão reportados casos de resistência a 
certos antimaláricos. [15] 
A resistência do P. falciparum à cloroquina está confirmada em todas as regiões 
em que esta estirpe é prevalente, com a excepção das Caraíbas, América Central a 
Oeste do Canal do Panamá e em alguns países do Médio Oriente. A resistência a 
sulfadoxina/pirimetamina está difundida na bacia do rio Amazonas, na América do Sul, 
em grande parte do sudeste asiático, e noutras regiões do continente asiático, bem 
como em grandes áreas do continente africano. Relativamente à mefloquina, a 
resistência foi confirmada nas fronteiras da Tailândia com Burma (Myanmar) e com o 
Cambodja, nas províncias orientais do Cambodja, nos estados ocidentais de Burma e 
na fronteira entre Burma e a China, bem como no sudoeste do Vietname. A resistência 
de P. vivax à cloroquina está confirmada na Papua Nova Guiné e na Indonésia. 
Abordar-se-ão de seguida, mais em detalhe, as opções para quimioprofilaxia da 
malária bem como o seu tratamento. [16] 
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Figura I- 2.: Representação a 2D das estruturas moleculares da permetrina e deltametrina. 
 
 
 
Figura I- 3 Representação a 2D da estrutura molecular do DEET. 
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1.5 Métodos de diagnóstico  
Por recomendação da OMS, deve realizar-se sempre o diagnóstico de malária, 
através de testes rápidos de diagnóstico (RDT’s) ou microscopia ótica, antes de iniciar 
o tratamento. A este nível, os RDT’s são mais simples de executar e interpretar, 
produzem resultados imediatos, necessitam de operadores com treino limitado e 
permitem um diagnóstico a nível comunitário, sendo por conseguinte mais práticos do 
que a microscopia ótica na deteção e controlo da doença nas regiões endémicas. 
Os RDT’s detetam antigénios específicos produzidos pelo parasita que estão 
presentes no sangue de organismos infetados. Existe uma grande variedade de RDT’s, 
sendo que alguns detetam uma única espécie (P. falciparum ou P. vivax), outros 
detetam várias espécies (P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale) e alguns ainda 
distinguem entre as infecões causadas por P. falciparum e as causadas por outra 
espécie. O sangue obtido para o teste é de origem capilar, através de punção de um 
dedo, e os resultados estão disponíveis após 15 a 30 minutos. 
Recentemente, a prática de RDT’s têm sido fortemente implementada ao longo 
do globo. De acordo com o relatório World Malaria Report 2015 da OMS, as vendas de 
RDT’s atingiram valores acima dos 300 milhões. Destes, 62% foram testes específicos 
para P. falciparum e 38% foram testes de combinação. A maioria dos testes foram 
utilizados em África, visto ser a região mais afetada por malária. 
De forma a apoiar o esforço dos ministérios da saúde de países endémicos, 
algumas associações subordinadas à ONU, tais como a OMS, a Fundação para Novos 
Diagnósticos Inovadores (FIND) e o Centro de Controlo e Prevenção de Doenças 
(CDC’s) estabeleceram um esquema de avaliação dos RDT’s, pré e pós compra, de 
modo a garantir e manter o controlo de qualidade dos resultados. Este serviço é 
complementado por instituições de saúde pública e de investigação nos países 
endémicos. Como resultado das avaliações periódicas à performance dos RDT’s, a sua 
qualidade tem melhorado bastante. [17] 
A microscopia permite a identificação de várias espécies de parasitas, como o P. 
falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale, e também permite identificar o parasita em 
várias fases, inclusive os gametócitos. Permite ainda a quantificação da densidade do 
parasita no organismo para monitorização da resposta à terapêutica. Por esta razão é 
o método de escolha na investigação de falhas no tratamento para a malária. Recorre 
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à coloração de Giemsa e o diagnóstico necessita de examinação do filme fino e espesso 
do mesmo paciente. [18] 
A microscopia ótica é o método padrão com o qual todos os outros métodos de 
diagnóstico são comparados. Contudo, apesar de continuar a ser o principal método 
de diagnóstico, em grandes hospitais e clínicas a qualidade do diagnóstico é muitas 
vezes inadequada para garantir uma boa sensibilidade e especificidade para a malária, 
o que compromete a otimização dos recursos e tem consequências negativas ao nível 
da saúde dos doentes. Um serviço de microscopia aceitável deve ser económico e 
produzir resultados precisos e suficientemente rápidos para terem um impacto direto 
no tratamento, sendo por isso essencial a implementação de um programa de controlo 
de qualidade. [19] 
Apesar dos esforços a nível do controlo e prevenção da malária terem causado 
uma redução substancial no número de casos de malária na América Central, 
continuam a ocorrer transmissões de baixo nível de P. vivax e P. falciparum. Nas 
Honduras, o P. vivax é responsável pela maioria dos casos de malária, sendo o P. 
falciparum responsável por 10 a 15% dos casos. A microscopia é o método de 
diagnóstico mais usado nestes casos. Os RDT’s foram recentemente introduzidos, 
contudo o seu uso está limitado a estudos de vigilância, excepto em áreas remotas, em 
que se recorre aos RDT’s para diagnóstico clínico de rotina, com confirmação 
obrigatória por microscopia.  
Apesar de ser o método de referência e apresentar uma sensibilidade e 
especificidade adequadas, bem como a possibilidade de quantificar a parasitémia, a 
microscopia ótica pode falhar na deteção de infeções cruzadas, principalmente quando 
uma das espécies está presente em baixos níveis. Como tal, em alguns laboratórios de 
referência tem-se recorrido a testes moleculares como ferramentas complementares 
de diagnóstico. Os esforços para a eliminação de malária nas regiões de baixa 
transmissão, como a América Central, aumentaram a necessidade da introdução 
destes métodos moleculares, cuja elevada sensibilidade permite detecção de níveis 
subclínicos de parasitémia em portadores assintomáticos. [20] 
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1.6 Quimioprofilaxia 
 
De entre as opções terapêuticas disponíveis para a quimioprofilaxia da malária 
destaca-se a combinação de atovaquona com proguanilo, Malarone™, uma 
combinação fixa de antimaláricos em que a toma deve ser iniciada 1 a 2 dias antes da 
viagem para a região de risco e deve ser continuada diariamente, sempre à mesma 
hora, durante a estadia e até 7 dias após a mesma. A terapêutica é bem tolerada e os 
seus efeitos secundários são raros, contudo por vezes são reportados sintomas como 
dor abdominal, náusea, vómitos e dores de cabeça; esta terapia está contra-indicada 
durante a gravidez, em crianças com peso inferior a 5Kg e em pacientes com a função 
renal comprometida, com uma clearance da creatinina inferior a 30 mL/min. O 
proguanilo pode aumentar a biodisponibilidade de a varfarina, por um mecanismo não 
clarificado, e consequentemente o seu efeito, logo é aconselhável o ajuste da dose ou 
a monitorização do tempo de protrombina (INR).  
O fosfato de cloroquina ou sulfato de hidroxicloroquina podem ser usados na 
prevenção da malária em regiões em que a seleção de resistência para a cloroquina 
não se verifique; alguns países nestas condições incluem o Afeganistão, Algéria, 
Angola, Bangladesh, Bolívia, Botswana, Brasil, Burkina Faso, entre outros. A profilaxia 
deve iniciar-se 1 a 2 semanas antecedendo a viagem e continuar-se semanalmente, no 
mesmo dia da semana, durante a viagem e nas 4 semanas posteriores. Os efeitos 
secundários mais relatados incluem distúrbios gastrointestinais, cefaleias, tonturas, 
visão turva, insónia e prurido, no entanto estes sintomas não costumam requerer a 
substituição da terapêutica. Elevadas doses de cloroquina, como as usadas em artrite 
reumatóide, têm sido associadas a retinopatia. Todavia, este efeito secundário é raro 
quando a cloroquina é usada para a profilaxia da malária. Quem sofre efeitos 
secundários desconfortáveis após a toma de cloroquina pode tolerar melhor o fármaco 
após as refeições ou substituir o fármaco por um derivado, o sulfato de 
hidroxicloroquina, que apresenta maior tolerância. 
Outra opção terapêutica é a doxiciclina, em que a profilaxia se inicia 1 a 2 dias 
antes da viagem. É um medicamento de toma diária, tal como a combinação de 
atovaquona e proguanilo, e a terapêutica deve ser continuada 4 semanas após a 
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viagem. Existe pouca informação relativamente à eficácia da profilaxia antimalárica 
com compostos análogos à minociclina, prescrita para acne. As pessoas em regimes 
prolongados deste fármaco que necessitem de quimioprofilaxia devem suspender a 
minociclina, 1 a 2 dias antes da viagem, e substitui-la pela doxiciclina. Entre os efeitos 
adversos destes fármacos registam-se a fotosensibilidade, que pode ser minimizada 
moderando-se a exposição directa ao sol e usando proteção solar. Pode diminuir-se a 
frequência de infeções vaginais provocadas por leveduras, e os sintomas 
gastrointestinais (náusea e emese) através da toma após uma refeição ou substituindo 
o fármaco por um dos seus derivados, doxiciclina monohidratada ou hiclato de 
doxiciclina com revestimento gástrico. Estes fármacos estão contra-indicados em 
pessoas com alergia às tetraciclinas, durante a gestação e em crianças com idade 
inferior a 8 anos. 
Por último temos a mefloquina, cuja toma em regime de profilaxia se inicia nas 2 
semanas anteriores à viagem, de toma semanal e com suspensão da terapia apenas 4 
semanas após a viagem. É um fármaco que, em doses profiláticas, está associado a 
efeitos adversos raros mas graves, como psicoses. Os efeitos são mais frequentes com 
o aumento da dosagem, nos casos de tratamento. Outros efeitos secundários incluem 
distúrbios gastrointestinais, cefaleias, insónia, distúrbios visuais, depressão, distúrbios 
de ansiedade e tonturas. Outros distúrbios neuropsiquiátricos relatados nos testes de 
farmacovigilância postmarketing incluem neuropatias sensoriais e motoras 
(parestesias, tremores e ataxia), agitação, alterações de humor, ataques de pânico, 
confusão ou alucinações, que persistem após a suspensão da terapêutica, e que devem 
levar à revisão da terapêutica. A mefloquina é contra-indicada em pessoas com 
hipersensibilidade ao composto e a compostos análogos, ou com depressão ativa ou 
recente historial de depressão, distúrbios de ansiedade, psicose, esquizofrenia ou 
outros problemas relevantes do foro psiquiátrico. Deve usar-se com precaução em 
utentes com historial de distúrbios psiquiátricos ou de depressão. [15] [16] 
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1.7 Tratamento da malária 
As estratégias para tratamento da malária têm sofrido evolução ao longo dos 
tempos, devido essencialmente à capacidade de seleção para resistências exibida por 
Plasmodium sp. Todos os países onde a malária é endémica tiveram de atualizar as 
suas políticas de tratamento com fármacos clássicos, como a cloroquina, a 
amodiaquina e a sulfadoxima-pirimetamina (SP), passando a utilizar essencialmente os 
ACT’s (Artemisimin Combination Therapy) recomendados recentemente pela OMS. As 
terapias de combinação à base de artemisimina são geralmente bem toleradas e 
extremamente eficazes, o que contribuiu para a redução da morbilidade e mortalidade 
da malária a nível global. No entanto, a deteção de estirpes resistentes à artemisimina 
no sudeste do continente asiático ameaça os benefícios destas terapêuticas. Como tal 
surgiram recomendações para opções terapêuticas alternativas, baseadas em 
evidência científica e publicadas pela OMS. 
No caso de infeções por P. falciparum sem complicações, caracterizadas pela 
presença de sintomas e por um teste parasitológico positivo, seja por RDT ou por 
microscopia, mas sem características de malária severa, o objectivo clínico para o 
tratamento é curar a infeção o mais rapidamente possível, evitando que esta progrida 
para doença severa, eliminando todos os parasitas do organismo. 
ACT é uma combinação de um derivado de artemisimina, potente mas de curta 
duração de ação com um fármaco parceiro com maior tempo de semi-vida, mais 
lentamente eliminado. A artemisimina elimina rapidamente a maior fração dos 
parasitas na corrente sanguínea, tendo efeito tanto nas formas assexuadas como nas 
formas sexuadas que perpetuam o ciclo no mosquito Anopheles sp. O fármaco parceiro 
elimina os restantes parasitas e proporciona proteção contra seleção para resistências 
para o derivado de artemisimina. Para além disso, como tem uma maior semi-vida 
também garante efeito profilático pós-tratamento. As 5 formulações para ACT 
recomendadas para tratamento de malária sem complicações são: arteméter + 
lumefantrina; artesunato + amodiaquina; artesunato + mefloquina; artesunato + 
sulfadoxima-pirimetamina (SP) e dihidroartemisimina + piperaquina. É aconselhada 
uma duração de tratamento de 3 dias, pois cobre dois ciclos assexuados do parasita, o 
que garante que apenas uma pequena fração de parasitas permanece para eliminação 
pelo fármaco parceiro, o que reduz a probabilidade de selecção para resistências. 
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Existem sub-populações, como as crianças, grávidas e doentes a tomar 
potentes indutores enzimáticos (ex. efavirenz, rifampicina), que têm farmacocinéticas 
modificadas, o que pode influenciar a eficácia do tratamento. Com o aumento da falha 
da terapêutica e da consequente seleção para resistências é importante 
estabelecerem-se regimes terapêuticos para o tratamento correto destas populações 
especiais. O período de maior preocupação, devido ao potencial teratogénico, é o 
primeiro trimestre da gravidez. Os fármacos considerados mais seguros durante a 
gestação são a quinina, a cloroquina, a clindamicina e o proguanilo. O regime 
terapêutico mais seguro no tratamento de malária causada por P. falciparum sem 
complicações consiste em quinina + clindamicina, em concentrações de 10 mg/Kg de 
peso corporal, durante 7 dias. Nos casos em que a terapêutica anterior não está 
disponível, ou falha, existe a alternativa de um ACT, artesunato oral + clindamicina. Em 
mulheres a amamentar, a concentração de fármaco que passa para o leite é residual, 
no entanto a tetraciclina está contra-indicada nestes casos devido ao seu potencial 
efeito nefasto a nível do desenvolvimento ósseo e dentário. 
Em crianças com massa corporal inferior a 5 Kg o regime terapêutico 
recomendado consiste num ACT com a mesma dosagem em mg/Kg de massa corporal 
que a usada para crianças com 5 Kg de massa corporal. Relativamente à escolha do 
fármaco parceiro SP, este deve ser evitado nas primeiras semanas de vida porque 
substitui competitivamente a bilirrubina e pode causar hiperbilirrubinemia. As 
tetraciclinas estão contra-indicadas durante a infância pelas razões anteriormente 
referidas e a primaquina deve ser evitada nos primeiros seis meses de vida, pois há 
escassez de dados relativamente à sua toxicidade em crianças. 
Por último, em pacientes co-infectados com HIV, as interacções 
medicamentosas devem ser tidas em consideração. Há resultados positivos de estudos 
usando trimetroprim + sulfametoxazol como profilaxia, em adultos e crianças 
infectados com HIV, em regiões com elevadas taxas de resistência a anti-folatos. 
Nestes doentes é de evitar terapêutica com artesunato + amodiaquina, se estiverem a 
tomar zidovudina ou efavirenz, devido ao risco aumentado de desenvolver 
neutropenia. Também existem registos de hepatotoxicidade na administração 
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concomitante de efavirenz com esta ACT, que pode ser devido a uma inibição do 
metabolismo da amodiaquina mediada pelo CYP2C8, causada pelo anti-retroviral. [21] 
 
Capítulo II: Quimioterapia e resistências 
2.1 Antimaláricos de base quinolínica 
Os fármacos de base quinolínica surgiram com a descoberta do quinino (fig. II-1), 
um composto natural extraído da casca de árvores do género Cinchona cuja estrutura 
é caracterizada por um sistema bicíclico fundido que inclui um anel heterocíclico 
quinolínico. O quinino impulsionou o desenvolvimento de novas quinolinas sintéticas, 
com uma estrutura mais simplificada e propriedades farmacológicas melhoradas, tais 
como a cloroquina, a primaquina, a amodiaquina e a mefloquina, cujas estruturas 
moleculares estão representadas na Figura II-2. A halofantrina e a lumefantrina, 
também antimaláricos quinolínicos, apresentam maiores semelhanças estruturais com 
o quinino, sendo baseadas em sistemas de anéis de fenantreno e fluoreno, 
respetivamente, e representadas na Figura II-3. Todos estes compostos, com a exceção 
da primaquina, interferem com o processo de destoxificação do grupo heme pelo 
Plasmodium, inibindo a polimerização da hemozoína. Contudo, podem estar 
envolvidos outros alvos terapêuticos no mecanismo de ação destes fármacos. O 
antimalárico de base quinolínica de referência é a cloroquina. Foi a primeira 4-
aminoquinolina sintética disponível clinicamente (em 1947), tendo proporcionado um 
substituto adequado para o quinino, com uma menor toxicidade associada e maior 
facilidade de obtenção do que o quinino. A CQ é considerada um dos fármacos de 
maior sucesso, sendo um composto seguro e de produção económica, e foi 
responsável pela cura de milhões de pessoas com malária. Atualmente, o seu uso 
contra Plasmodium falciparum está restrito ao norte de África, América Central e nas 
Caraíbas, onde o fármaco ainda mantém atividade terapêutica contra o parasita. A 
resistência à CQ foi reportada inicialmente na Colômbia e na fronteira entre a Tailândia 
e o Camboja, em 1957, e pouco tempo depois alastrou-se à fronteira entre a Colômbia 
e a Venezuela. Entre os finais de 1970 e de 1980 a resistência de P. falciparum à 
cloroquina invadiu todo o continente africano. As quinolinas antimaláricas interferem 
com o sequestro do grupo heme, produzido durante a digestão da hemoglobina pelo 
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parasita e tóxico para este. No vacúolo digestivo do Plasmodium o heme é dimerizado, 
formando dímeros de β-hematina, que depois complexam por um processo de 
biomineralização, formando o pigmento malárico hemozoína. A CQ e os seus análogos 
ligam-se ao heme inicialmente formado, impedindo o seu processo de destoxificação, 
que envolve dimerização e posterior cristalização. Os complexos formados entre o 
fármaco e o heme são prejudiciais para as membranas e enzimas do parasita. Durante 
anos, acreditou-se que o desenvolvimento de resistências à cloroquina por estirpes de 
Plasmodium se devia a uma maior acumulação da CQ nos vacúolos digestivos de 
parasitas sensíveis, comparativamente a parasitas resistentes. A procura da base 
genética do Plasmodium que conferia resistência aos antimaláricos de base quinolínica 
culminou, em 2000, na descoberta do gene pfcrt, responsável pela codificação da 
proteína CRT (Chloroquine Resistance Transporter). O gene pfcrt, localizado no 
cromossoma 7, é extremamente polimórfico, possuindo mais de 20 diferentes 
posições e gerando assim mais de 20 sequências proteicas distintas. [22], [23], [25] 
Desde a descoberta da importância da proteína P. falciparum CRT (PfCRT), 
desenvolveram-se vários estudos de campo para encontrar polimorfismos com 
relevância clínica. Verificou-se que todas as estirpes resistentes à CQ examinadas 
exibiam a alteração de um resíduo aminoácido de lisina por um resíduo de treonina no 
codão 76 (K76T), e que a presença desta mutação determinava uma resposta clínica à 
CQ insuficiente. Quando se reverteu a mutação em parasitas resistentes, os parasitas 
voltaram a apresentar sensibilidade para a CQ. [24] 
Os mais recentes estudos de transfeção demonstraram que a extensão da 
resistência à CQ depende do fundo genético das linhas parasitárias, sendo que em 
certos fundos a mutação K76T não provoca falha da terapêutica mas causa maior 
tolerância à CQ. Um dos modelos de mecanismo de resistência mais consensuais é a 
hipótese de alterações no efluxo do fármaco carregado, em que a carga positiva do 
aminoácido lisina na posição 76 (K76) limita o efluxo da CQ, uma base fraca diprótica 
que no ambiente acídico do vacúolo exibe duas cargas positivas. Se a carga de K76 for 
substituída por um aminoácido com uma cadeia lateral sem carga positiva, como K76T, 
a CQ2+ pode abandonar o vacúolo através do gradiente de concentração, por via do 
transportador de efluxo CRT. No entanto, se ocorrer uma mutação noutra região da 
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proteína pode restaurar-se uma carga positiva, o que compensa a alteração gerada 
pelo K76T e reverte o fenótipo de resistência. No sudeste asiático identificou-se uma 
estirpe de P. falciparum sensível à cloroquina com a alteração S163R, no quarto 
domínio transmembranar da CRT, que também contém a mutação K76 que condiciona 
a resistência à CQ. Verificou-se que alguns compostos, entre os quais o verapamilo, 
conseguem reverter a resistência à cloroquina nos parasitas P. falciparum (Martin, S. 
K., Oduola, A. M. J., and Milhous, W. K.(1987) Science 235, 899-901), por exibirem 
regiões lipofílicas e positivamente carregadas, o que lhes permite competir com a CQ 
pela ligação ao PfCRT, retardando o efluxo do fármaco do vacúolo digestivo. Para além 
disso, o mecanismo de ação do verapamilo também envolve um aumento na 
concentração de cloroquina nos eritrócitos infetados com o parasita resistente. A CQ é 
uma base diprótica fraca que se acumula em organelos acídicos, tais como os vacúolos 
digestivos do P. falciparum, devido ao gradiente de pH entre o citosol do parasita e o 
organelo. O verapamilo causa um aumento na concentração de CQ nos eritrócitos 
infectados, por manipular o seu pH externo e, desse modo, alterar o gradiente de pH, 
ou seja, tornar o meio mais ácido, o que leva à acumulação da CQ, tanto em 
trofozoítos sensíveis como em resistentes ao fármaco. [26], [27], [29] 
Um estudo (Veiga et al., 2016) usando linhas celulares de P. falciparum 
geneticamente modificadas com controlos isogénicos mostrou que a mutação no gene 
PfMDR1 N86Y modula a sensibilidade do parasita a vários antimaláricos de primeira 
linha. A mutação N86Y aumenta a suscetibilidade à lumefantrina, mefloquina e 
dihidroartemisinina, contudo induz resistência à amodiaquina e cloroquina. A mutação 
Y184F no gene PfMDR1 resulta num menor impacto nas linhas celulares, contudo 
verifica-se um decréscimo na suscetibilidade de P. falciparum à PPQ quando a mutação 
está em ligação com o resíduo N86 do mesmo gene. Em parasitas que exprimem o 
genótipo wild-type N86 do PfMDR1 verificou-se um aumento 3 a 4x superior em 
valores de IC50 para LMF e MFQ, comparativamente ao genótipo mutante N86Y. A 
informação obtida é consistente com a genotipagem associada a estudos de terapias 
de combinação realizados com isolados de África e da Ásia, sendo evidente a 
predominância do alelo N86 em doentes com infeções recorrentes após quimioterapia 
com a associação dos fármacos arteméter e lumefantrina. [28] 
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Figura II- 1:Representação a 2D da estrutura molecular da quinina. 
 
Figura II- 2: Representação a 2D das estruturas moleculares dos fármacos cloroquina, 
primaquina, amodiaquina e mefloquina. 
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Figura II- 3: Representação a 2D das estruturas moleculares da halofantrina e lumefantrina. 
 
2.2 Antagonistas dos folatos 
Os fármacos deste grupo inibem a síntese de purinas, pirimidinas e aminoácidos, 
o que vai interferir na síntese de ADN e na síntese proteica. Apesar de o mecanismo 
geral ser semelhante, ou seja, o bloqueio da síntese de tetrahidrofolato, um co-factor 
importante nas reações de síntese das purinas e pirimidinas, existem 2 grupos de 
antagonistas dos folatos, dependendo da enzima que inibem. Os dois grupos de 
fármacos incluem: (i) os fármacos da família das diaminopiridinas e biguanidas, como a 
pirimetamina, o proguanilo  e o cloroproguanilo , que inibem a enzima dihidrofolato 
redutase (DHFR); e (ii) alguns fármacos da família das sulfonamidas, tais como a 
sulfonamida, a sulfadoxina (fig. II-4) e a dapsona (fig. II-5), que inibem a enzima 
dihidropteroato sintase (DHPS). Podem ser administrados simultaneamente fármacos 
dos 2 grupos, de modo a retardar a seleção para resistências e aumentar a eficácia 
terapêutica. A utilização destes fármacos está geralmente restrita a meio hospitalar. 
Investigações ao nível do gene dhfr culminaram na sequenciação do fenótipo 
sensível e do fenótipo resistente no P. falciparum, demonstrando que a seleção para 
resistência à pirimetamina é devida a mutações pontuais no gene. Foi sequenciada a 
DHFR derivada do clone 3D7, sensível à pirimetamina, e também alguns isolados com 
graus distintos de resistência ao fármaco, (Cowman et tal.,1988). No clone sensível 
3D7 existe uma serina no codão 108, ao passo que nos isolados resistentes verificou-se 
a substituição da serina por uma asparagina (S108N). Outros isolados mais resistentes 
  21 
apresentaram mutações adicionais nos codões: 51 (N51I), 59 (C59R) e 164 (I164L). A 
substituição da isoleucina por leucina no codão 164 não resultou em efeito substancial 
na ligação da pirimetamina. Um estudo publicado por outro grupo revelou que as 
mutações N51I e C59R, ao nível da DHFR, conferem maiores níveis de resistência à 
pirimetamina do que apenas a mutação S108N (Peterson et al., 1988), o que corrobora 
a proposta de que as mutações pontuais no gene dhfr originam resistência ao fármaco. 
A resistência ao cicloguanilo está associada a mutações pontuais no gene dhfr, 
com substituição de um resíduo de alanina por uma valina, no codão 16 (A16V) e de 
uma serina por treonina no codão 108 (S108T). As mutações pontuais associadas a 
resistências à pirimetamina também conferem resistência cruzada ao cicloguanilo. 
Análises a amostras de isolados demonstraram que as mutações A16V e S108T estão 
restritas a amostras da América do Sul, pois este fármaco é extensivamente utilizado 
nesta região, comparativamente a África e ao sudeste asiático. 
O gene dhps tem sido menos estudado do que o dhfr, contudo a forma mais 
comum de resistência à sulfadoxina também é a presença de mutações pontuais no 
domínio dhps do gene dhps-pppk. Em isolados de referência de P. falciparum, 
verificaram-se alterações em 5 aminoácidos diferentes: serina-436 para alanina ou 
fenilalanina (S436A/F), alanina-437 para glicina (A437G), lisina-540 para ácido 
glutâmico (K540E), alanina-581 para glicina (A581G) e alanina-613 para serina ou 
Treonina (A613S/T). Nem todas as mutações foram testadas isoladamente 
relativamente ao seu efeito na resistência do parasita, todavia todas as alterações 
testadas aumentam a resistência à sulfadoxina, bem como a outras sulfonamidas, 
entre as quais a sulfona dapsona. A resistência in vivo a sulfadoxina/pirimetamina (SP) 
observa-se em parasitas com mutações pontuais nos codões 108, 51 e 59 do gene dhfr, 
sendo a resistência aumentada por mutações pontuais nos codões 437 e/ou 540 ou 
437 e/ou 581 do gene dphs. Níveis elevados de resistência a SP estão associados à 
seleção da mutação no codão 164 do dhfr, mas esta mutação não é comum no 
continente africano. Através de dados farmacocinéticos e farmacodinâmicos, 
conseguiu-se demonstrar que a seleção desta mutação está associada a um 
decréscimo de eficácia no antifolato recentemente desenvolvido, Lapdap®, uma 
associação de cloroproguanilo e dapsona. Num estudo recente, recorrendo a PCR em 
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tempo real, foi observada a presença da mutação 164 em isolados de P. falciparum do 
Malawi, o que indica que esta mutação está a ser selecionada em África. Resta saber 
qual será a progressão desta mutação pelo continente africano, e como afetará a 
eficácia do Lapdap ®. [22], [30], [31] 
 
Figura II- 4: Representação a 2D das estruturas moleculares dos fármacos pirimetamina, 
proguanilo, cloroproguanilo e sulfadoxina. 
 
Figura II- 5: Representação a 2D da estrutura molecular da dapsona. 
 
2.3 Antibióticos 
Alguns antibióticos apresentam efeito antimalárico através da sua ação na 
maquinaria de biossíntese proteica da mitocôndria, no procariota e/ou no seu 
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apicoplasto. O apicoplasto é um organelo que evoluiu de cloroplastos. A análise do 
genoma pertencente ao apicoplasto e da sua relação filogenética com genes de outros 
organismos revelou a sua proximidade com o genoma de algas. Atualmente sabe-se 
que o apicoplasto consiste num organelo com funções de biossíntese de heme, ácidos 
gordos e difosfato de isopentenilo. [31] A maioria dos antibióticos não exerce efeito 
visível no primeiro ciclo intracelular, mas no segundo ciclo os parasitas são mortos, 
após invadirem a célula do hospedeiro. Devido a este efeito retardado, a clearance 
parasitária e a febre têm uma duração mais longa, comparativamente aos casos 
tratados com antimaláricos clássicos (aproximadamente 4 dias em vez de 2 dias), 
quando os antibióticos são usados em regime de monoterapia. Como este atraso pode 
ser fatal em doentes não imunes, para quimioterapia de malária aguda esta classe 
apenas é utilizada em regime de terapêutica de combinação, em associação com 
fármacos que possuam ação mais rápida, como a quinina, o artesunato ou a 
fosmidomicina. Nestas combinações, o antimalário de ação mais rápida reduz a carga 
de parasitas, enquanto o antibiótico elimina os restantes parasitas, inclusive os menos 
sensíveis ao fármaco com menor semi-vida. A doxiciclina, em combinação com a 
quinina ou artesunato, é uma opção válida para tratamento de casos de malária sem 
complicações, ou mesmo para casos graves de malária. O fármaco também é utilizado 
na quimioprofilaxia da malária, quando a mefloquina está contra-indicada ou em áreas 
com estirpes de P. falciparum multirresistentes. A clindamicina é considerada segura 
na gravidez e em crianças, pelo que surge como alternativa à doxiciclina nestes casos. 
É recomendada por autoridades e comités nacionais, em regime de terapêutica de 
combinação, usando um antimalárico de ação rápida como parceiro na associação. 
Contudo, devido ao seu curto tempo de semi-vida não tem utilidade como agente 
quimiprofilático. As estruturas dos fármacos doxiciclina e clindamicina estão 
representadas na Figura II-6. [32] 
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Figura II- 6: Representação a 2D das estruturas moleculares dos antibióticos doxiciclina e 
clindamicina. 
2.4 Inibidores da cadeia respiratória 
A atovaquona é uma hidroxinaftoquinona (fig. II-7) que inibe a cadeia 
transportadora de eletrões da mitocôndria, o que causa uma quebra no potencial de 
membrana do organelo. Liga-se ao sítio de ligação da ubiquinona, no complexo 
citocromo bc1, e bloqueia o movimento de um cluster de ferro-enxofre, contendo um 
domínio proteico responsável pelo transporte de eletrões. O uso de atovaquona em 
ensaios clínicos, em regime de monoterapia, demonstrou conduzir a uma rápida 
seleção para estirpes resistentes de P. falciparum, o que resultou em falhas da 
terapêutica na ordem dos 30%. Nas estirpes resistentes, o sítio de ligação QO sofre 
alteração por substituição de um aminoácido, reduzindo a sensibilidade do complexo 
citocromo bc1 para a atovaquona num índice 1000x superior. Existe um forte 
sinergismo entre atovaquona e as biguanidas não metabolizáveis, tais como o 
proguanilo e o cloroproguanilo. Recentemente desenvolveu-se uma teoria 
relativamente ao mecanismo deste sinergismo: quando a cadeia transportadora de 
eletrões, dominante em estabelecer o potencial de membrana mitocondrial, é inibida 
pela atovaquona, a reposição do potencial de membrana ocorre por uma via 
alternativa, envolvendo hidrólise de ATP e troca do ADP3 gerado contra ATP4 pelo 
transportador ATP/ADP. Contudo, esta via sofre inibição pelo proguanilo, resultando 
numa quebra imediata e irreversível do potencial de membrana. Através desta 
associação, comercializada pela GSK sob a designação Malarone™, a seleção para 
estirpes resistentes é reduzida. Todavia, assim que uma estirpe se torna resistente à 
atovaquona também apresenta resistência à associação. A combinação 
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atovaquona/proguanilo é usada na profilaxia e tratamento de malária sem 
complicações, sendo também eficaz nos estadios iniciais do parasita, o que permite 
uma profilaxia causal com a combinação. Devido à baixa hidrossolubilidade da 
atovaquona, recomenda-se a sua toma em conjunto com uma refeição contendo alto 
teor de lípidos. Estes fármacos possuem em geral boa tolerabilidade, com poucos 
efeitos secundários graves relatados. A prevalência de mutações no gene do citocromo 
b que conferem resistência à combinação é baixa, sendo inferior a 1% nos isolados 
primários. [32]  
No estudo realizado por Babett Schwöbel [33] usando uma amostra sanguínea 
de um doente masculino de 28 anos infetado com P. falciparum, foi detetada evidência 
de recidiva após tratamento com Malarone™. Clonou-se então e sequenciou-se a 
região codificante do citocromo bc1 extraída do parasita. A sequência exibiu um SNP, 
com uma alteração de Timina-Adenina-Timina para Timina-Citosina-Timina no codão 
268 resultando numa substituição do resíduo de aminoácido tirosina para serina 
(Y268S). As mutações no codão 268 do gene do citocromo bc1 de Plasmodium estão 
associadas a uma falha de terapêutica da associação atovaquona/proguanilo in vivo e 
podem usar-se como marcador de resistência. Contudo é fundamental mais pesquisa 
em isolados de campo para determinar a função do codão 268 na seleção de estirpes 
resistentes à atovaquona/proguanilo. [33] 
A eficácia da combinação atovaquona/proguanilo suscitou um elevado 
interesse por parte da comunidade científica no desenvolvimento de compostos que 
inibam o complexo bc1 e com propriedades farmacológicas melhoradas. Uma das 
classes de compostos que mostrou potencial foram as 4-oxoquinolinas -3 éster 
substituídas em posições 6 e/ou 7. O autor desta monografia realizou um estágio 
extracurricular, desenvolvido no grupo de Reatividade Orgânica e Química Medicinal 
do CCMar – Universidade do Algarve, no âmbito do qual procedeu à síntese de 
compostos desta classe. Este trabalho experimental, e a pesquisa bibliográfica que lhe 
esteve subjacente, constituíram a base para a realização desta tese. O trabalho 
experimental desenvolvido está descrito no capítulo III. 
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Figura II- 7: Representação a 2D da estrutura molecular da atovaquona. 
 
2.5 Artemisininas 
A artemisinina é um fármaco antimalárico de base endoperoxídica obtido a partir 
da planta artemísia (Artemisia annua). Devido a problemas de solubilidade, são usados 
em terapêutica derivados deste composto natural, com propriedades melhoradas a 
nível de administração. Os derivados semi-sintéticos de artemisinina mais usados em 
clínica incluem o artesunato de sódio (hidrossolúvel) e o arteméter (lipossolúvel). Estes 
e outros derivados da artemisinina são obtidos por redução da sub-estrutura de 
lactona ao seu hemiacetal, dihidroartemisinina, e subsequente metilação deste para 
obtenção do acetal arteméter, ou acilação para o hemiéster de ácido succínico, 
artesunato. As estruturas das artemisininas referidas estão representadas na Figura II-
8. Ambos os compostos são rapidamente transformados in vivo em 
dihidroartemisinina, que possui um curto tempo de semi-vida (entre 40 e 60 minutos). 
[32] Este curto tempo de semi-vida está na base das recidivas encontradas, na 
sequência da administração destes compostos em regimes de monoterapia. 
O modo de ação das artemisininas continua sob intenso debate. Contudo, é 
consensual que a ligação peróxido das artemisininas é o farmacóforo, que após sofrer 
clivagem catalisada por Fe (II) intraparasitário ou heme produz radicais livres de 
oxigénio (ROS), que se demonstrou rearranjarem de modo a formar radicais centrados 
em carbono. [32] Estas espécies radicalares têm elevada capacidade alquilante, 
modificando múltiplos alvos moleculares, como proteínas e heme, no vacúolo 
digestivo do parasita. Em estudos conduzidos por Schlitzer e colaboradores [32] as 
artemisininas foram também implicadas na inibição de uma bomba de cálcio (PfATP6) 
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no retículo endoplasmático do parasita. Atualmente, os derivados de artemisinina são 
os fármacos mais ativos no combate à malária, sendo sempre usados em combinação 
com outros antimaláricos de ação mais prolongada, de modo a prevenir recidivas e 
seleção para estirpes resistentes. Os fármacos de associação mais utilizados são a 
amodiaquina, a lumefantrina e a mefloquina. Nos EUA, a combinação de arteméter (20 
mg) e lumefantrina (120 mg) foi aprovada em 2009 para terapia de malária causada 
por P. falciparum, com o nome de marca Coartem®. Atualmente, a resistência a 
artemisininas ainda não é considerada clinicamente relevante. Contudo, foram 
reportados episódios na fronteira Tailândia-Cambodja que tiveram um efeito 
alarmante na comunidade de parasitologistas. [32] 
No decorrer de um estudo realizado por Isozumi e colaboradores [34], foram 
observadas 4 novas mutações não-sinónimas e 5 novas mutações sinónimas no gene 
K13 propeller, altamente conservado, de parasitas P. falciparum provenientes do Oeste 
do Quénia. Ariey e colaboradores [35] notaram que a frequência dos alelos mutantes 
está correlacionada com a prevalência de positividade ao 3º dia após tratamento com 
ACT em doentes no Cambodja, sendo que estas mutações reflectem seleção de 
estirpes não sensíveis. O estudo revelou 17 alelos mutantes no gene K13 propeller, que 
codifica para uma bomba de efluxo. Dos alelos mutantes revelados, as mutações 
C580Y, R539T e Y493H revelaram ser prevalentes e estar relacionadas com uma 
clearance parasitária diminuída in vivo. A maioria destas mutações são incompatíveis 
com o ciclo de vida do parasita, tendo-se verificado que algumas destas mutações 
permitiram a sobrevivência de estirpes com seleção para resistência à artemisinina. 
[34]  
Num estudo realizado por Falq e colaboradores [36] isolaram-se 16 amostras 
positivas para P. falciparum, sendo que apenas 11 se encontravam em condições de 
ser analisadas para mutações. Das 11 amostras analisadas, 6 apresentavam o alelo 
mutante K13 (C580Y), associado a resistência a derivados de artemisinina. Concluiu-se 
que os indivíduos assintomáticos constituem um reservatório para estirpes resistentes 
à artemisinina, sendo que os casos que suportam esta proposta foram reportados nas 
regiões este e oeste do distrito de Chey Saen, no Cambodja, o que indica que, as 
mutações associadas à bomba de efluxo K13 não estão restritas a uma área limitada. 
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Estes resultados indiciam uma eficácia limitada para a associação DHA-PPQ como 
primeira linha de tratamento na maior parte do Cambodja, sendo certo que a falência 
de terapêutica associada a seleção para estirpes resistentes se tem deslocado da 
fronteira Tailândia-Cambodja para o Norte do Cambodja. Estes dados comprometem a 
confiança da comunidade médica internacional na eficácia da associação DHA-PPQ 
como primeira linha de tratamento na região do Cambodja, pois ao verificar-se 
selecção para resistência à DHA, aumenta também a pressão sobre o fármaco parceiro, 
culminando em falência da terapêutica por seleção de estirpes de P. falciparum 
resistentes à PPQ. [36] 
Na sequência de um estudo Veiga e colaboradores [28] reportaram evidências 
de que a mutação N86Y do gene PfMDR1 é responsável por alterar a resposta do P. 
falciparum à dihidroartemisinina (DHA), causando um decréscimo dos valores de IC50 
de 1,5x em comparação com os parasitas isogénicos N86, ou seja, os parasitas com a 
mutação têm a nível do PfMDR1 apresentam maior suscetibilidade à DHA. Este 
fenómeno difere da resistência à artemisinina mediada por mutações a nível do gene 
K13 propeller, que se manifestam em suscetibilidade reduzida à DHA nos estágios de 
anel (trofozoítos imaturos). As mudanças no IC50 demonstram que o pfmdr1 reduz a 
suscetibilidade do parasita na fase de trofozoíta, uma vez que a degradação de 
hemoglobina é mais intensa, resultando num aumento das concentrações 
intracelulares de ião Fe2+, proveniente do heme, capaz de ativar os derivados de 
artemisinina. [28] 
Arteméter é uma molécula mais lipofílica do que a artemisinina, e bastante 
mais do que o artesunato. É facilmente absorvida pelo trato GI, permitindo 
administração oral. Atualmente, a aplicação de arteméter em combinação com a 
lumefantrina é o único ACT disponível que demonstra conformidade com as normas de 
Boas Práticas de Fabrico. A combinação é administrada em 6 doses, num período de 3 
dias. Neste regime, o arteméter cobre dois ciclos assexuais do parasita, conduzindo a 
uma redução de carga parasitária na ordem de 108. Após as 72 horas iniciais verifica-se 
que as artemisininas foram eliminadas do organismo, pelo que a partir deste limiar, o 
sucesso da terapêutica é totalmente dependente da lumefantrina, estando 
condicionado pela quantidade de lumefantrina reabsorvida a nível gastrointestinal, 
  29 
que por sua vez está dependente da toma concomitante com alimentos de alto teor 
lipídico. [32] 
Artesunato é um fármaco instável no ambiente in vivo. O éster succínico é 
clivado pelas esterases, libertando a dihidroartemisinina como agente ativo. Sendo um 
sal de um ácido carboxílico, o artesunato é um fármaco hidrossolúvel que pode ser 
administrado por via IV, pelo que é crucial no tratamento de malária severa, 
principalmente em ambiente hospitalar, em doentes cuja condição física não permite 
outra via de administração. [32] 
 
 
Figura II- 8: Representação a 2D das estruturas moleculares dos derivados de artemisinina. 
 
Capítulo III: Inibidores do complexo bc1 plasmodial com atividade 
antimalárica 
3.1. O alvo terapêutico – citocromo bc1 
O citocromo bc1 (ubiquinol: citocromo c oxidorreductase, complexo 
respiratório III) é uma enzima fundamental da cadeia transportadora de eletrões (CTE) 
em todos os metazoa e inúmeros fungos e protozoa. O complexo bc1 é responsável por 
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catalisar a transferência de eletrões do ubiquinol para o citocromo c. A transferência 
de eletrões está acoplada à translocação vetorial de protões ao longo da membrana 
interna mitocondrial. O complexo contém dois sítios de ligação à quinona, o sítio de 
oxidação do ubiquinol (Q0) e o sítio de redução da ubiquinona (Qi), em extremos 
opostos da membrana. O citocromo b, subunidade central, acomoda as bolsas de 
ligação para Q0 e Qi. Como consequência direta da inibição do complexo bc1, 
suspende-se a transferência de eletrões pela cadeia respiratória, ou seja, esgotam-se 
as reservas de intermediários redutores (NADH) e o potencial de membrana do 
parasita colapsa. Sem o complexo bc1 a funcionar para oxidar o ubiquinol, não ocorre a 
oxidação da dihidro-orotato desidrogenase (DHODH), pois esta necessita de 
ubiquinona oxidada como aceitador de eletrões para o DHODH. Isto culmina numa 
inibição da biossíntese de pirimidinas e na morte do parasita. [37] 
Os fármacos da classe das hidroxinaftoquinonas, classe a que pertence a 
atovaquona (ATQ), foram pioneiros na inibição da cadeia respiratória por antagonismo 
competitivo da região Q0. Estes fármacos causam uma alteração conformacional 
irreversível na proteína Rieske Fe-S, que a torna semelhante ao citocromo b, 
impedindo transferência de eletrões para o citocromo c1. As falhas da terapêutica com 
ATQ estão associadas a mutações no sítio de ligação do fármaco ao citocromo b. Estas 
mutações desestabilizam as interações hidrofóbicas intermoleculares entre a ATQ e o 
domínio de ligação na proteína ou alteram o volume da bolsa hidrofóbica (fig. III-1), 
impossibilitando uma ligação adequada do fármaco com o domínio de ligação. Uma 
opção válida no desenho de hidroxinaftoquinonas que não sejam afetadas por estas 
mutações é alterar o alvo terapêutico para a proteína Rieske Fe-S, uma subunidade da 
bolsa de ligação do citocromo b, codificada por ADN nuclear e que apresenta menor 
frequência de mutações espontâneas comparativamente ao ADN mitocondrial. [38] A 
estrutura das novas hidroxinaftoquinonas seria ajustada ao novo alvo. 
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Figura III- 1: (a) Representação da estrutura da atovaquona (1) e interações responsáveis pela 
ligação da ATQ ao sítio Q0 bc1, no modelo de levedura. (b) Representação de estrutura do sítio 
Q0 com energia minimizada. O citocromo b está representado em estrutura de laço, a laranja 
(com componentes ef e cd1 do Q0 indicados) e a proteína Rieske representada a verde. As 
pontes de hidrogénio estabelecidas com o ligando ATQ His-181 (Rieske) e Glu-272 (cyt b) estão 
representadas em tracejado e a molécula de água em ponte está representada como uma 
esfera azul. 
3.2. Desenho e síntese de 4-oxoquinolinas com potencial na 
inibição do complexo bc1 plasmodial 
 Como referido no capítulo anterior, a seleção para estirpes de Plasmodium 
resistentes a todas as classes de antimaláricos usados em clínica, inclusive os derivados 
de artemisinina, está a tornar-se uma preocupação de saúde global. Apesar de 
esforços mundiais para desenvolvimento de uma vacina contra a malária, o que 
diminuiria a carga epidemiológica da doença, considera-se da máxima importância o 
desenvolvimento de novos fármacos antimaláricos, preferencialmente com novos 
mecanismos de ação e dirigidos a novos alvos, e com propriedades farmacológicas 
melhoradas, de modo a evitar o surgimento de resistências cruzadas com os fármacos 
usados atualmente em clínica e a combater eficazmente as infeções por Plasmodium 
falciparum. [39] 
Em 2008 foi demonstrado que algumas quinolonas interagem com o sítio Q0 do 
complexo bc1, inibindo a cadeia respiratória do parasita. Procedeu-se assim à síntese 
de uma biblioteca de 4-alquil- e 4-alcóxi-(1H)-quinolonas com o objectivo de obter 
informação acerca da relação entre a estrutura e atividade dos compostos (SAR), para 
selecionar um inibidor com seletividade e potência adequadas. [40] 
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Desenvolveram-se recentemente quinolonas contendo diariléteres como 
substituintes, das quais são exemplos os compostos ELQ-400 e ELQ-300, cujas 
estruturas se encontram representadas na Figura III-2. Ambos os compostos 
apresentam atividade in vitro contra P. falciparum, mas o composto ELQ-400 mostrou 
ser 10x mais potente que o composto ELQ-300. O composto ELQ-400 revelou-se 
inativo em parasitas transgénicos que expressem a enzima dihidroorotato 
desidrogenase (DHODH) de levedura, o que indica que o seu mecanismo de acção está 
relacionado com a suspensão da síntese de pirimidinas associada à inibição do 
citocromo bc1. O composto ELQ-400 revelou atividade in vivo nas formas sanguíneas 
de P. yoelii. Neste estudo, os ratos foram tratados oralmente com uma dose de ELQ-
400 24 horas após a infeção. Ambos os compostos, ELQ-300 e ELQ-400, mostraram 
eficácia 4 horas pós-tratamento, com ED50 de 0,02 e 0,01 mg/Kg, respetivamente, e 
doses curativas de 0,3 e 0,1 mg/Kg, respetivamente. O composto ELQ-300 foi 
desenvolvido a partir da endoquina (fig. III-3). [40] [41] 
A atividade aviária da endoquina foi descrita por Salzer e seus colaboradores há 
mais de 70 anos. Contudo, apesar de a endoquina apresentar atividade antimalárica 
em modelos de aves, tal não se traduziu em atividade in vivo em humanos, devido a 
instabilidade metabólica. Descobriu-se que esta instabilidade metabólica deriva de 
uma cadeia alquílica longa na posição 3 do núcleo de quinolona. Ao substituir a cadeia 
alquilíca pela cadeia lateral da piridona GW844520, obteve-se o ELQ-271 (fig. III-2), 
com estabilidade metabólica melhorada. Subsequentes ajustes estruturais com base 
em estudos de relação estrutura atividade originaram o ELQ-300. O composto ELQ-300 
apresenta elevada selectividade para o citocromo bc1 de Plasmodium, em comparação 
com o citocromo bc1 humano, e não apresenta resistências cruzadas com a ATQ. Exibe 
atividade contra os gametócitos de P. falciparum, suspendendo o seu desenvolvimento 
nos estágios I e II, a uma concentração de 0,1µM. Também apresenta atividade contra 
gametócitos no estágio IV, a um valor de IC50 de 79,1 nM. O composto encontra-se em 
estudos de formulação, de modo a transitar para ensaios clínicos. [42] 
A enzima PfNDH2 só tem um inibidor conhecido, o hidroxi-2-dodecil-4-(1H)-
quinolona (HDQ). A investigação relacionada com este alvo terapêutico começou 
recentemente, na sequência dos estudos de Biagini e colaboradores [37]. Estes 
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estudos revelaram que o composto HDQ, representado na Figura III-4, exibe potente 
atividade contra a estirpe 3D7 de P. falciparum, com valores de IC50 de 86,5±2,6 nM, 
inibindo a PfNDH2. O fármaco apresentou menor sensibilidade contra estirpes 
transgénicas que exprimem a enzima DHODH proveniente de levedura, requerendo 
neste caso valores de IC50 de 6,1±0,9 µM. Este resultado é indicativo de inibição da 
função mitocondrial, pois a enzima DHODH consegue ultrapassar a necessidade de 
oxidação do ubiquinol pelo complexo bc1. A partir do isolado TM90C2B, contendo a 
mutação Y268S, responsável por conferir resistência à atovaquona, no citocromo b 
(razão de IC50 mutante/controlo > 1000) determinou-se a atividade do composto HDQ, 
que se revelou elevada (IC50= 64±7,2 nM), sugerindo que os inibidores têm diferentes 
mecanismos de ação e/ou alvos terapêuticos. O composto HDQ também inibiu o 
complexo bc1 em concentrações nanomolares, com um valor de IC50= 19 ± 1,3 nM, o 
que pode indicar que o análogo do quinol tem um mecanismo duplo de acção, 
atuando em duas enzimas respiratórias, a PfNDH2 e o complexo bc1. [37] [40]  
 
Figura III- 2: Representação das estruturas moleculares dos compostos ELQ-300, ELQ-400 e 
ELQ-271. 
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Figura III- 3: Representação da estrutura molecular do composto endoquina, o composto 
modelo para o quimiotipo dos ELQ (endochin like quinolones). 
 
 
Figura III- 4: Representação da estrutura molecular do composto HDQ. 
 
 Conforme fundamentado nos parágrafos anteriores, há interesse em explorar a 
síntese de 4-oxoquinolinas 3-éster substituídas nas posições 6 e 7. Assim sendo, devem 
realizar-se estudos de relação estrutura atividade para os substituintes em 6 e 7, bem 
como realizar estudos para caraterizar as propriedades farmacocinéticas dos 
compostos sintetizados, de modo a produzir moléculas com elevada atividade in vivo e 
uma farmacocinética adequada. Neste enquadramento o autor realizou trabalho 
experimental na síntese de 4-oxoquinolinas, no âmbito de um projeto de estágio 
extracurricular que serviu de base a esta monografia. Nomeadamente, foi abordada a 
síntese de 4-oxoquinolinas 3-éster substituídas nas posições 6 e/ou 7 do núcleo 
quinolínico, cuja estrutura base se encontra representada na Figura III-5. [43] [44] 
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Figura III- 5: Representação estrutural a 2D do modelo de 4-oxoquinolina 3-éster considerado 
no projeto laboratorial. 
 
3.3. Síntese de 4-oxoquinolinas 3-éster (quinolonas) 
3.3.1. Abordagem sintética e discussão dos resultados 
A abordagem sintética geral para preparação de 4-oxoquinolinas 3-éster com 
diversidade estrutural, que se encontra representada na Figura III-5, baseia-se no 
acoplamento do 3-aminofenol com malonato de dietil etoximetileno (DEEMM) para 
originar o composto intermédio PH03. O PH03 vai agir como composto de base para a 
síntese das restantes 4-oxoquinolinas, por ataque nucleofílico do fenol/fenóxido a 
blocos de síntese baseados em heterociclos, com um carbono electrodeficiente ligado 
a halogénio para substituição nucleofílica com saída de haleto. O fenol facilmente 
perde o hidrogénio tornando-se fenóxi devido à estabilização da carga negativa deste 
pelas estruturas de ressonância a nível do anel aromático. As reações são conduzidas 
em condições anidras, pelo que se recorreu a THF anidro. As reações foram seguidas 
por TLC, verificando-se que, em alguns casos, além do acoplamento desejado houve a 
formação de produtos secundários. Para obter apenas o produto pretendido recorreu-
se aos métodos de purificação usuais, como cristalização e cromatografia em coluna.  
As reações de ciclização para obter o modelo 4-oxoquinolina foram realizadas 
recorrendo a Dowtherm A, que permite a condução da reação a temperaturas 
elevadas, aproximadamente 250 ᴼC, embora com riscos de termólise nalguns casos. 
Para ocorrer a ciclização, o anel aromático ataca um dos grupos carboxilo, formando-
se etanol no processo, que evapora do meio reacional. Esta estratégia formação de 4-
oxoquinolinas foi objeto de estudos recentes no grupo. [43] [44] 
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As reações conduzidas no decurso das sínteses realizadas serão objeto de 
considerações específicas, em seguida. 
 
Figura III- 6: Esquema geral de síntese de 4-oxoquinolonas. 
 
(i) Acoplamento de 3-aminofenol com malonato de dietil etoximetileno (DEEMM), 
composto PH03 
 
Figura III- 7: Esquema representativo da síntese do composto PH03. 
 
O composto intermédio PH03 foi obtido por acoplamento de 3-aminofenol com 
malonato de dietil etoximetileno, na ausência de solvente, tal como exemplificado na 
Figura III-7. Ao controlar a reação por TLC verificou-se que houve desaparecimento do 
3-aminofenol (mancha amarela) e aparecimento de uma mancha que cora de laranja 
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quando revelada em anisaldeído, com um RF igual ao RF da referência do produto 
pretendido (sintetizado anteriormente). 
A reação foi completa, pois não se observaram vestígios de 3-aminofenol. 
Contudo, houve formação de produtos secundários. O produto desejado foi purificado 
por cristalização em etanol. Este solvente revelou-se adequado, visto o produto ser 
pouco solúvel. Contudo, para ocorrer cristalização e purificação é necessária a 
dissolução total do composto, daí se ter utilizado também algum DCM (o mínimo 
possível). O p.e do DCM é mais baixo que o do etanol, logo ao colocar-se no 
evaporador rotativo, evapora completamente, ficando apenas o etanol na mistura a 
cristalizar. Como o produto está em maior quantidade, acaba por cristalizar em etanol. 
Após obtenção de cristais, estes foram lavados com etanol gelado, para não se 
dissolverem. 
 No espectro de massa (Anexo 1A) não era visível o pico correspondente ao 
composto de partida (M=109,13 g/mol). O composto final pretendido tem uma massa 
de 279,29 g/mol e a sua presença foi comprovada no espectro de massa em que se 
obteve um pico correspondente a m/z de 280 ([M+H]+) e além disso existia um pico 
correspondente a m/z de 302 correspondente ao aduto ([M+Na+]+) bem como um 
valor de m/z de 318 corresponde ao aduto ([M+K+]+). Também existe um pico 
correspondente a m/z de 234, o fragmento resultante da perda de um anião etóxido 
de um dos grupos éster. 
 O produto também foi caracterizado por RMN 1H (Anexo 1B), sendo 
importante destacar a presença de um tripleto com um desvio químico entre 1,25 ppm 
e 1,45 ppm, correspondente à ressonância dos 6H terminais dos grupos éster (no 
derivado de malonato), 2 quartetos com desvio químico entre 4,20 ppm e 4,35 ppm, 
correspondente à ressonância dos 4H dos dois CH2 dos grupos éster referidos. Já o 
hidrogénio do carbono adjacente à amina secundária aparece sob a forma de 
singuleto, com um desvio químico de 8,53ppm. Quanto às ressonâncias dos 
hidrogénios aromáticos, observa-se a presença de um tripleto (1H) entre 7,10 ppm e 
7,30 ppm e um multipleto (3H) entre 6,55 ppm e 6,75 ppm, sendo que o multipleto 
pode ser desdobrado num singuleto e em dois dupletos. 
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 Relativamente ao espectro de RMN 13C (Anexo 1C) verifica-se uma 
sobreposição do espectro obtido com o espectro previsto, confirmando a presença do 
produto. 
 
(ii) Preparação do éter tetrazolílico derivado de PH03, composto PH57 
 
Figura III- 8: Esquema representativo da síntese do composto PH57. 
 
 A reação de síntese do composto PH57, representada na Figura III-8, requer 
condições anidras. De modo a secar THF usou-se sódio metálico na presença de um 
indicador (benzofenona). O sódio reage com a água presente no solvente e, para 
existir uma superfície de contacto maior e assim aumentar a possibilidade de secagem, 
são usadas lâminas de sódio o mais finas e pequenas possível. A cor azul obtida após a 
adição de benzofenona, após agitação num banho de ultra-sons é indicadora da 
ausência de água. Na manta, sob aquecimento, o THF entra em refluxo e é recolhido 
num balão de recolha. 
 A reação foi controlada por TLC, tendo-se dado por terminada após 16h (o.n) 
apesar de ainda haver algum composto de partida, devido à presença de produtos 
secundários. Após extração, a análise à fase orgânica revelou a presença de uma 
mancha que se destacava em intensidade e também corava de laranja (com revelação 
em anisaldeído), com um RF diferente do composto de partida. O produto foi 
purificado por cristalização em etanol (e DCM). 
 O rendimento obtido foi de 79%, o que é aceitável visto que a reação não foi 
completa e houve formação de produtos secundários. 
 O produto cristalino obtido foi caracterizado por espectrometria de massa (MS) 
e RMN 1H. O espectro de massa (Anexo 2A) confirma a presença do composto 
pretendido, pois observa-se um pico com valor de m/z de 423,19 correspondente ao 
ião molecular ([M]+). Por RMN (Anexo 2B) além dos picos correspondentes às 
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ressonâncias dos grupos éster, existentes no composto de partida (1,24 ppm e 4,21 
ppm) e por integração vê-se a presença, na zona aromática (7-8ppm) de mais 5H 
(grupo fenilo), provenientes da adição do 5-cloro-1-feniltetrazole ao composto de 
partida, logo 9H na região aromática. 
 
(iii) Preparação do éster morfolínico derivado de PH03, composto PH59 
 
Figura III- 9: Esquema representativo da síntese do composto PH59. 
 
 A reação foi realizada em condições anidras, representada na Figura III-9. 
Permaneceu sob refluxo durante a noite (o.n), mas como não progrediu 
completamente para a formação do produto adicionou-se mais derivado morfolínico. 
A reação progrediu eficazmente e foi completa. No entanto, eram evidentes mais do 
que uma mancha e recorreu-se a cristalização como método de purificação. Análise 
por TLC de uma solução do sólido obtido por cristalização revelou a presença de uma 
mancha a corar de laranja (revelação em anisaldeído) que se considerou corresponder 
ao produto expetável, mas também apresentou outras manchas com outros 
arrastamentos. Por isso, o sólido cristalino foi purificado novamente por cristalização, 
e aguardando-se resultados da caracterização. 
 
(iv) Preparação do éster 4-metil-piperazina derivado do PH03, composto PH60 
 
Figura III- 10: Esquema representativo da síntese do composto PH60. 
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 Nesta síntese do composto PH60, representada na Figura III-10, houve 
dificuldades relacionadas com a solubilidade do composto heterocíclico, tendo-se 
adicionado mais derivado de piperazina (+0,8 eq. ao longo da reação). A reação acabou 
por não ser completa, mas com evidência de formação de alguns produtos 
secundários. Tentou-se isolar o produto desejado por cristalização, mas sem sucesso.  
Partiu-se para purificação por coluna (cromatografia em sílica gel) em que se 
usou DCM como eluente inicial (para eluir compostos mais apolares, inclusive o 
composto de partida) e foi-se aumentando a polaridade para 5% MeOH/DCM para 
eluir o produto final que cora de laranja (revelado em anisaldeído) mas com um RF 
diferente da mancha laranja do composto de partida. 
 O rendimento foi de 67%, o que é aceitável visto que a reação não foi 
completa, houve perdas por formação de produtos secundários e perdas na coluna 
cromatográfica. Obteve-se uma fração contendo composto de partida e produto, em 
que se tentou cristalização. 
 Aguarda-se caracterização completa por MS e RMN 1H, mas tudo indica que é o 
produto uma vez que os derivados de malonato coram de laranja e tem RF diferente 
do composto de partida. 
 
(v) Preparação do éter 4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina derivado do PH03, composto PH61 
 
 
Figura III- 11:Esquema representativo da síntese do composto PH61. 
 
 Através do controlo da reação de síntese do composto PH61, representada na 
Figura III-11, por TLC verificou-se que esta não foi completa, devido à existência de 
composto de partida. Contudo, por serem evidentes manchas correspondentes a 
produtos secundários, suspendeu-se a reação. A tentativa de purificação por 
cristalização falhou. Então recorreu-se a purificação por cromatografia em coluna, 
usando-se DCM como eluente. 
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 O produto foi obtido com um rendimento baixo (16%), logo é necessário 
melhorar as condições reacionais, por exemplo alterando a base utilizada, ou 
aumentando o tempo de reação, ou solubilizando previamente o reagente ou 
alterando o solvente. 
 
(vi) Preparação do éter 7-nitrobenzo (1,2,5)-oxadiazole derivado do PH03, composto 
PH62 
 
Figura III- 12: Esquema representativo da síntese do composto PH62. 
 
 Na tentativa de preparação do composto PH62, cujo esquema de síntese está 
representado na Figura III-12, a adição do cloreto de oxadiazole (NBD) ao meio 
reacional onde estava presente o composto PH03 resultou numa mistura preta. A 
reação não evoluiu após um período de 24h. Fez-se uma tentativa de extração, 
contudo não foi possível distinguir as duas fases, por isso após evaporação total 
tentou-se solubilização seletiva em água, acetato de etilo, DCM e acetona. Recorrendo 
a análises por TLC foi evidente a presença de composto de partida (PH03) em todas as 
frações e apenas a fracção do DCM apresentava vestígios de outras manchas 
(quantidades vestigiais). 
 É necessário desenvolver as experimentais para que esta síntese ocorra com 
sucesso: experimentar outras bases, outros solventes, aumentar temperatura e tempo 
reacional. 
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(vii) Ciclização do composto PH57 em Downterm A a temperatura de 250°C, composto 
PH58 
 
 
Figura III- 13: Esquema representativo da síntese do composto PH58. 
 
 Ciclização em Dowtherm A, ocorre a temperaturas elevadas (aproximadamente 
250°C), esquema de síntese representado na Figura III-13. O progresso da reação foi 
controlado por TLC, até se observar o consumo total do composto de partida. Ao 
diminuir a temperatura e adicionar um solvente orgânico adequado, ocorre a 
precipitação de compostos quinolínicos devido aos seus problemas de solubilidade 
(precipitam facilmente com a diminuição da temperatura). 
 Obteve-se um sólido não puro, pelo que se recorreu a cromatografia de flash 
como método de purificação, sendo que a fração pura foi caracterizada por RMN 1H 
(inconclusivo, Anexo 3B) e por MS (Anexo 3A). Verifica-se um pico com m/z de 349 
que corresponde à quinolona com perda de N2 no tetrazole. Esta quebra pode ter 
surgido de duas formas: ou o produto da reação não é a quinolona esperada, mas sim 
um derivado quinolónico que perdeu azoto molecular no processo de ciclização, ou 
seja, ocorreu termólise devido às altas temperaturas (quebra das ligações simples do 
tetrazole) ou pode ser um fragmento do produto pretendido que se obteve em MS e 
em que m/z de 304 corresponde à perda de -Oet e m/z de 277 corresponde à perda de 
CO2Et (ambos fragmentos do m/z=349). A cristalização e caracterização por difração de 
raios X ajudaria na elucidação estrutural do composto.   
 Sugestões a considerar são a escolha de outro método de ciclização (POCl3), 
tentar a ciclização a temperaturas mais baixas (potencialmente complicado) ou tentar 
ciclização com menor tempo de reação (para minimizar a ocorrência de termólise). 
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(viii) Ciclização do composto PH60 em Dowtherm A a temperatura de 250°C, composto 
PH63 
 
Figura III- 14: Esquema representativo da síntese do composto PH63. 
 
Aplicou-se a metodologia para a ciclização do composto PH57, esquema de 
síntese representado na Figura III-14. Análise por TLC revelou que a ciclização foi 
incompleta, contudo a reação foi suspensa após 3h para evitar a formação de produtos 
secundários. Ocorreu precipitação de um sólido impuro, logo é necessário realizar uma 
etapa de purificação que o autor desta monografia não acompanhou devido à 
finalização do estágio. 
 
(ix) Ciclização do composto PH61 em Dowtherm A a temperatura de 250°C, composto 
PH64 
 
Figura III- 15: Esquema representativo da síntese do composto PH64. 
 
 Aplicou-se a metodologia para a ciclização do composto PH57, esquema de 
síntese representado na Figura III-15. Análise por TLC revelou que a ciclização foi 
completa, pois não se observou composto de partida. Contudo ficou pendente a 
purificação e a caracterização. 
 
 
 
  44 
3.3.2. Procedimentos de síntese detalhados 
 
(i) Acoplamento de 3-aminofenol com dietil etoximetileno malonato (DEEMM), o 
composto PH03 
 
Adicionou-se 3-aminofenol (3,0 g; 27,49 mmol) a DEEMM (5,944 g; 5,60 mL). 
Refluxou-se a mistura a 100°C, durante 2h30min. Purificou-se o sólido resultante por 
cristalização em etanol (e DCM para ajudar a solubilizar). Recolheram-se os cristais por 
filtração, a vácuo, e lavaram-se com etanol gelado. A mistura foi recristalizada em 
etanol e DCM, obtendo-se um sólido (6,8 g; 24,25 mmol; rendimento de 89%). 
Caracterizou-se o composto por MS e RMN (1H e 13C) com base na 
interpretação se dos espetros obtidos incluídos no Anexo 1 (1A para o MS, 1B para o 
RMN 1H e 1C para o RMN 13C). 
 
(ii) Preparação do éter tetrazolílico derivado de PH03, o composto PH57 
 
 
Adicionou-se PH03 (1,0 g; 3,58 mmol) e terc-butóxido de potássio (3 eq; 1,205 
g) a THF seco (aprox. 30 mL), sob atmosfera de azoto. Adicionou-se à mistura uma 
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solução de 5-cloro-1-feniltetrazole (1,6 eq; 1,03 g) em THF seco (aprox. 20 mL), sob 
atmosfera de azoto. A mistura final permaneceu sob agitação, em refluxo, a 64°C, 
durante 14 horas, sob atmosfera de azoto. O progresso da reação foi controlado por 
TLC. Após desaparecimento da mancha correspondente a PH03, deixou-se arrefecer a 
mistura à temperatura ambiente e removeu-se o THF sob vácuo. O sólido obtido foi 
lavado com água e acetato de etilo. Extraiu-se a fase aquosa com acetato de etilo, 
secou-se a fase orgânica com MgSO4 anidro e filtrou-se sob vácuo. A fase orgânica foi 
concentrada no evaporador rotativo, sob vácuo, e deixou-se cristalizar. O sólido 
formado (1,2 g; 2,84 mmol; 79%) foi recolhido por filtração e seco. 
 Caracterizou-se o composto obtido por MS e RMN 1H, através da análise dos 
correspondentes os espetros, incluídos no Anexo 2 (2A para o MS e 2B para o RMN 
1H). 
(iii) Preparação do éster morfolínico derivado de PH03, o composto PH59 
 
Adicionou-se PH03 (1,0 g; 3,58 mmol) e terc-butóxido de potássio (3 eq; 1,205 
g) a THF seco (30mL). Adicionou-se cloreto de 4-carboximorfolina (1,2 eq; 4,30 mmol; 
0,5 mL). Adicionou-se THF seco (15mL), a 64°C, e manteve-se a mistura em refluxo, 
durante a noite e sob atmosfera de N2. Após 16h foi adicionado 0,25 mL (0,6 eq) de 
cloreto de 4-carboximorfolina. Após 5h a mistura foi arrefecida à temperatura 
ambiente e o THF removido sob vácuo. O resíduo sólido foi dissolvido em acetato de 
etilo e água e subsequentemente extraído com acetato de etilo. As frações orgânicas 
foram recolhidas, secas com MgSO4, filtradas e concentradas sob vácuo. Cristalização 
do sólido resultante em etanol (e DCM). Não puro, segundo a TLC. Lavagem dos cristais 
em etanol gelado e recristalização. 
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Aguarda a cristalização do composto PH59, seguida de sua caracterização por 
MS e RMN 1H. 
 
(iv) Preparação do éster 4-metil-piperazina derivado do PH03, o composto PH60 
 
 
Adicionou-se o PH03 (1,0 g; 3,58 mmol), terc-butóxido de potássio (3 eq; 1,205 
g), THF seco (30 mL). O hidrocloreto de 4-metil-1-clorocarboxipiperazina (1,2 eq; 4,3 
mmol; 0,7 g) foi dissolvido em THF seco (15 mL) mas foi adicionado mais 0,4 eq (0,24 g) 
devido à sua fraca solubilidade. A reação foi mantida a 64°C, em refluxo, durante a 
noite e sob atmosfera de N2. Após 16h foi adicionado mais 0,4 eq (0,24 g) de 
hidrocloreto de 4-metil-1-clorocarboxipiperazina. Após 5h a mistura foi arrefecida à 
temperatura ambiente e o THF removido sob vácuo, no evaporador rotativo. Seguiu-se 
extração, usando acetato de etilo e água. Foram recolhidas as frações orgânicas, secas 
com MgSO4 anidro, filtradas e concentradas. Tentativa de recristalização em etanol (e 
DCM) não produziu resultados. Purificação por cromatografia em sílica gel (eluindo 
com DCM→5%MeOH/DCM). Após purificação obteve-se um composto sólido (0,975 g; 
2,40 mmol; 67%). Aguarda caracterização completa por MS e RMN 1H. 
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(v) Preparação do éter 4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina derivado do PH03, o composto PH61 
 
 
Adicionou-se PH03 (1,0 g; 3,58 mmol) e terc-butóxido de potássio (3 eq; 1,205 
g) a THF seco (30 mL). O 2-cloro-4,6-dimetoxi-1,3,5-triazina (1,2 eq; 4,30 mmol; 0,754 
g) foi adicionado ao balão após dissolvido em 15 mL de THF seco. Reação foi mantida a 
64°C, em refluxo, sob atmosfera de N2, durante 24h. Mistura foi arrefecida à 
temperatura ambiente e o THF removido sob vácuo no evaporador rotativo. O sólido 
foi dissolvido em acetato de etilo e água e extraído com acetato de etilo. As frações 
orgânicas foram recolhidas, secas com MgSO4 anidro, filtradas e a solução foi 
concentrada. Tentativa de recristalização em etanol (e DCM) não produziu resultados. 
Purificação por cromatografia em sílica gel (eluindo com DCM). Após purificação 
obteve-se um sólido (0,242g; 0,58mmol; um rendimento de 16%). Aguarda 
caracterização completa por MS e RMN 1H. 
 
(vi) Preparação do éter 7-nitrobenzo (1,2,5)-oxadiazole derivado do PH03, composto 
PH62 
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Adicionou-se PH03 (1,0 g; 3,58 mmol) e terc-butóxido de potássio (3 eq; 1,205 
g) a THF seco (30 mL). O 4-cloro-7-nitrobenz(1,2,5)-oxadiazole (1,2 eq; 4,30 mmol; 
0,857 g) foi adicionado juntamente com 15mL de THF seco (solução preta). A reação 
foi mantida a 64°C, em refluxo, sob atmosfera de N2, durante 24h. A mistura reacional 
foi arrefecida à temperatura ambiente e o THF removido sob vácuo no evaporador 
rotativo. O sólido foi lavado com água e acetato de etilo mas não foi possível extrair 
porque não houve separação de fases. Evaporação da água e do acetato de etilo. 
Solubilização em água fria (PH62H2O). Solubilização em acetato de etilo frio 
(PH62AcOEt). Solubilização em DCM (PH62DCM). Solubilização em acetona 
(PH62Acet). 
A reação não foi bem sucedida pelo que não existem resultados relevantes a 
apresentar. 
 
(vii) Ciclização do composto PH57 em Downterm A a temperatura de 250°C – PH58 
 
 
Dissolveu-se PH57 (0,6 g; 1,42 mmol) em Dowtherm A (10 mL). A solução foi 
refluxada a 250°C durante 3h. A mistura foi arrefecida à temperatura ambiente e 
formou-se um precipitado. Precipitado foi recolhido por filtração, lavado com hexano e 
éter etílico. Realizou-se cromatografia de flash que se fez em 10%AcOEt/Hex como 
eluente e terminou-se com AcOEt. Recolheu-se as frações puras, juntou-se todas num 
balão e evaporou-se o solvente no evaporador rotativo. 
Foi caracterizado por MS e RMN 1H sendo que se obtiveram os espetros 
presentes nos documentos Anexo 3 (3A para o MS e 3B para o RMN 1H). 
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(viii) Ciclização do composto PH60 em Dowtherm A a temperatura de 250°C – PH63 
 
Dissolveu-se o PH60 (0,5 g; 1,23 mmol) em Dowtherm A (15 mL). A solução foi 
refluxada a 250°C durante 3h. A mistura reacional foi arrefecida à temperatura 
ambiente e formou-se um precipitado. Precipitado foi recolhido por filtração, lavado 
com hexano e éter etílico. Aguarda purificação e caracterização posterior por MS e 
RMN 1H. 
 
(ix) Ciclização do composto PH61 em Dowtherm A a temperatura de 250°C – PH64 
 
Dissolveu-se o PH61 (0,222g; 0,52mmol) em Dowtherm A (7mL). A solução foi 
refluxada a 250°C durante 3h. A mistura foi arrefecida à temperatura ambiente e 
formou-se um precipitado. Precipitado foi recolhido por filtração, lavado com hexano e 
éter etílico. Aguarda precipitação, seguida de possível purificação e caracterização por 
MS e RMN 1H. 
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3.3.3. Considerações finais 
Durante este projeto conseguiu-se sintetizar bem como caracterizar os 
compostos PH03, PH57 e o PH58. No PH58 não se tem a certeza se o que se obteve 
corresponde a um fragmento do composto que perdeu o N2 no tetrazole devido ao 
impacto eletrónico, ou se é o produto que efetivamente temos presente e que resulta 
de termólise devido às elevadas temperaturas a que se realiza a ciclização. 
 Também se sintetizaram os seguintes compostos que aguardam caracterização 
por MS e RMN 1H: o PH59, PH60, PH61, PH63 e PH64. Sendo que o PH59 necessita de 
cristalizar para posterior caracterização, o PH63 não se encontra puro logo precisa de 
ser purificado por cristalização ou coluna antes de ser analisado e o PH64 que se está à 
espera de precipitação e em que é necessário realizar controlo por TLC para averiguar 
se está puro para posterior caracterização. 
 No caso do PH62 a reação não foi bem sucedida pelo que deve-se tentar 
otimizar a reação de síntese de modo a obtermos o produto desejado, sendo que se 
pode usar outras bases, outros solventes, aumentar temperatura e o tempo reacional. 
 
Capítulo IV: Conclusão 
 As terapêuticas usadas contra a malária demonstram ser insuficientes para o 
controlo da doença, devido à seleção para estirpes de P. falciparum multirresistentes. 
Atendendo a isto é crucial a pesquisa e desenvolvimento de novos fármacos 
antimaláricos, para uso tanto em regime de monoterapia como em regime de 
combinação, de modo a controlar o problema da seleção de resistências. Nesta 
perspectiva, surgiu um interesse no quimiotipo das hidroxinaftoquinonas, bem como 
na sua capacidade de inibição do complexo bc1 da cadeia respiratória plasmodial. O 
fármaco modelo para a síntese de novos inibidores do complexo bc1, com 
propriedades otimizadas, foi a atovaquona. 
 Um dos compostos pioneiros foi a endoquina, descrita por Salzer e 
colaboradores há mais de 70 anos. Contudo, apesar de apresentar efeito antimaláricos 
em modelos de aves, tal não se traduziu para atividade in vivo em humanos devido a 
instabilidade metabólica da molécula. No entanto, a substituição da cadeia alquílica 
lateral da endoquina pela cadeia lateral da piridona GW844520 originou o composto 
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ELQ-271, com estabilidade metabólica acrescida. Por sua vez, o ELQ-271 deu origem 
aos compostos ELQ-300 e ELQ-400, após ajustes estruturais com base em estudos SAR. 
Estes compostos apresentam maior atividade e seletividade para o complexo bc1, logo 
são candidatos promissores a ensaios clínicos. Adicionalmente o composto ELQ-300 
apresenta atividade contra estágios I a IV de gametócitos de P. falciparum, formas não 
sanguíneas do parasita e de difícil eliminação. 
 O autor desta monografia realizou um estágio extracurricular no grupo 
Reatividade Orgânica e Química Medicinal do CCMar – Universidade do Algarve, no 
âmbito da qual esteve envolvido na síntese de uma biblioteca de compostos do grupo 
das 4-oxoquinolinas 3-éster substituídas em posições 6 e/ou 7 com potencial atividade 
antimalárica. A estrutura do modelo de 4-oxoquinolina é semelhante aos compostos 
ELQ anteriormente referidos e, apesar de não se terem realizado estudos de atividade 
durante a duração do estágio, tudo indica que apresentariam alguma atividade 
antimalárica. Como projeto de investigação é um contributo considerável, pois ao 
criar-se uma biblioteca de compostos com o mesmo modelo de base 4-oxoquinolina, 
consegue-se comparar o efeito dos substituintes na interação com o alvo terapêutico, 
citocromo bc1, tanto in vitro como, futuramente, em modelos animais, bem como 
determinar o seu efeito a nível das propriedades farmacocinéticas dos compostos 
produzidos. O último ponto é crucial, pois os fármacos com mais efeito atualmente, as 
artemisininas, apresentam tempos de semi-vida demasiado curtos (40 a 60 minutos) 
para serem usados em monoterapia, levando a recrudescência e forçando desse modo 
a seleção para estirpes resistentes. Outro projeto importante é a síntese de compostos 
com o mesmo alvo terapêutico que a atovaquona, contudo sem resistências cruzadas 
com este fármaco, para permitir um maior leque de opções terapêuticas eficazes no 
combate à malária. 
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